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Abkürzungsverzeichnis
AMPK Adenosinmonophosphatkinase
ASS Acetylsalicylsäure
BAD Bcl-2-Antagonist of Cell Death
BRCA BReast-CAncer-Gen
BrdU Bromdesoxyuridin
bspw. beispielsweise
BT Breast Tumor
cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat
CK Cytokeratin
COX Cyclooxygenase
CT Computertomographie
DCIS Duktales Carcinoma in situ
DMEM Dulbeccos Modified Eagles Medium
DNA Desoxyribonukleinsäure
EGFR epidermial growth factor receptor
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ER Estrogen Receptor
FKS Fetales KälberSerum
HAM’s Nutrient Mixture for Chinese Hamster Ovary (CHO) cells
HER Human Epidermal growth factor Receptor
INT 2-[4-iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchloride
LDH Lactatdehydrogenase
MCF Michigan Cancer Foundation
MEM Minimum Essential Media
MRT Magnetresonanztomographie
mTOR Mammalian Target of Rapamycin
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NSAR Nicht-Steroidale Anti-Rheumatika
PARP Poly (ADP-ribose) polymerase
PBS Phosphat Buffer Solution
PET Positronenemissionstomographie
PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase
p.o. per os
PR Progesteron Rezeptor
PTEN Phosphatase and Tensin homolog
RPMI Roswell Park Memorial Institute Medium
SERM Selektiver Estrogen Rezeptor Modulator
T2DM Typ-2 Diabetes Mellitus
TP53 Tumor Protein 53
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Zusammenfassung
Brustkrebs gehört zu den häufigsten Tumorarten überhaupt [138, 143] und
ist trotz abnehmender Sterblichkeit durch eine steigende Inzidenz [2, 5] ge-
kennzeichnet. Als Hauptursache gilt derzeit ein Östrogenüberschuss als ge-
sichert, der zum einen über seine oxidative Metabolisierung, die Schädigung
der DNA begünstigt. Zum anderen soll die Bindung des Östrogens an den
Östrogenrezeptor zu einer veränderten Genexpression, mit steigender Zell-
proliferation und unterdrückter Apoptose, führen [163].
Therapeutisch kommen neben chirurgischen und strahlentherapeutischen Ver-
fahren häufig Medikamente zum Einsatz, die ihre Wirkung an verschiedenen
Abschnitten in der Pathogenese der Tumorerkrankung entfalten [19].
Aber auch bislang nicht primär in der Brustkrebstherapie eingesetzte Medi-
kamente scheinen tumorprotektive Effekte zu besitzen. So haben epidemiolo-
gische und experimentelle Studien eindrucksvoll eine antitumoröse Wirkung
vonMetformin [3, 49, 102], Propranolol [47, 59, 141] und ASS [20, 80, 115] bei
verschiedenen Tumorentitäten, einschliesslich dem Brustkrebs, zeigen kön-
nen.
Ziel dieser in-vitro Studie war es, die Wirkung von Metformin, Propranolol
und Acetylsalicylsäure auf humane Mammakarzinomzellen zu untersuchen.
Um den Einfluss der (Hormon-)Rezeptorausstattung zu demonstrieren, wur-
den die Versuche an zwei rezeptorpositiven (MCF 7 und MCF 12a) und zwei
rezeptornegativen (BT 20 und MCF 10a) Mammakarzinomzelllinien durch-
geführt. Zudem kamen verschiedene Substratkonzentrationen zum Einsatz,
um dosisabhängige Effekte zu identifizieren.
Die zu untersuchenden Medikamente sind in je zwei Dosierungen Metfor-
min (7.5 und 2.5 mg/ml), Propranolol (2.4 und 1.2 mg/ml), ASS (1.0 und
0.5 mg/ml) an den vier Mammakarzinomzelllinien MCF 7 (ER/PR+), BT 20
(ER/PR-), MCF 10a (ER/PR-) und MCF 12a (ER/PR+) getestet worden.
Alle Zelllinien haben wir unter physiologischen Laborbedingungen (wasser-
dampfgesättigte Atmosphäre mit 5% CO2 bei 37 ◦C) kultiviert, mit einer
Zelldichte von 5x105/Well ausgesät und anschliessend mit den Medikamen-
ten bzw. den Kontrollsubstanzen versetzt. Der Einfluss der Medikamente
wurde anhand eines Zytotoxizitäts- und eines Zellproliferationstests unter-
sucht. Die Zellen wurden zudem metabolisch, morphologisch und hinsichtlich
ihrer Rezeptorausstattung begutachtet.
Das Antidiabektikum Metformin zeigte in allen vier Zelllinien signifikante
wachstumshemmende Effekte. Eine toxische Wirkung des Metformins war
jedoch nicht nachweisbar.
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Die stärkste antiproliferative Wirkung hatte der Betablocker Propranolol
und dies in allen Zelllinien (MCF12a > MCF10a > BT20 > MCF7). Aber in
nur zwei Mammakarzinomzelllinien (MCF10a > BT20) war eine signifikante
Toxizität messbar.
Unter der Behandlung mit dem Cyclooxygenasehemmer ASS war eine Hem-
mung des Tumorwachstums feststellbar (MCF10a/12a > BT20 > MCF7).
Die zytotoxische Wirksamkeit war jedoch gering.
Zwischen den Dosierungen der Medikamente gab es keine signifikanten Un-
terschiede. Die Wirkung der Medikamente war zudem unabhängig von der
Hormonrezeptorausstattung.
Die vorliegende Arbeit konnte die Annahme bestätigen, dass alle drei Medi-
kamente einen Einfluss auf das Proliferationsverhalten von Brustkrebszellen
haben. Vor allem der Betablocker Propranolol, aber in geringem Umfang
auch Metformin und ASS sind imstande, das Wachstum von Mammacarci-
nonzellen zu reduzieren.
Ein aktive, zellzerstörende Wirkung konnte nur bei wenigen Mammakarzi-
nomzelllinien in schwacher Ausprägung gezeigt werden. Angenommen hatten
wir jedoch eine deutliche zytotoxische Wirkung, da alle drei Substanzen auf
verschiedenen Stoffwechselwegen den programmierten Zelltod unterstützen
sollen.
Ein Zusammenhang zwischen der Medikamentenwirkung und der Hormon-
rezeptorausstattung ließ sich nicht herstellen. Vielmehr ist die Wirkung un-
abhängig vom Hormonrezeptor. Dies hatten wir so vermutet, da die anti-
proliferative Wirkung von Metformin, Propranolol und ASS über andere,
hormonrezeptorunabhängige, Stoffwechselwege vermittelt wird. Diese Tatsa-
che erlaubt einen viel breiteren Einsatz der Substanzen. Ebenso sahen wir
keine signifikante Dosisabhängikeit, was so zwar nicht erwartet worden war,
jedoch die Möglichkeit eines effektiven Einsatzes bei gleichzeitiger Reduktion
der Nebenwirkungen eröffnet. Hier sind weitere Untersuchungen nötig.
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1 Einleitung
Tumorerkrankungen bzw. bösartige Neubildungen gehören zu den zweithäu-
figsten Todesursachen nach den Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems.
In Deutschland erlagen im Jahr 2014 über 25 % aller Verstorbenen einem
Tumorleiden. Dabei dominieren, sowohl bei Männern als auch bei Frauen,
Krebserkrankungen der Verdauungsorgane [89, 138].
Die häufigste, wenn auch nicht die am häufigsten zum Tode führende Krebser-
krankung, ist jedoch beim Mann weiterhin der Prostata-, bzw. Lungenkrebs
und bei der Frau der Brustkrebs [89, 143]. Brustkrebs ist darüber hinaus der
mit 23 % aller Krebsfälle am häufigsten diagnostizierte Krebstyp überhaupt.
Bei der Entstehung des Mammakarzinoms ist derzeit ein Östrogenüberschuss
als Hauptursache gesichert. Aktuell werden zwei verschiedene, aber komple-
mentäre Wege in der Karzinogenese der Brustkrebserkrankung durch Östro-
gene diskutiert. Zum einen soll der oxidative Metabolismus der Östroge-
ne über die Entstehung von genotoxischen Substanzen (Chinone auf dem
Katecholweg) zur Schädigung der DNA führen. Zum anderen soll die Bin-
dung des Östrogens an den Östrogenrezeptor über den genomischen, nicht-
genomischen und mitochondrialen Weg zu einer veränderten Genexpression
mit steigender Zellproliferation und unterdrückter Apoptose führen [163].
Bei der Behandlung der Brustkrebserkrankung stehen neben den chirurgi-
schen, den strahlentherapeutischen und den hormonellen Therapiemöglich-
keiten eine Vielzahl von Medikamenten, sogenannte Chemotherapeutika, zur
Verfügung.
Aber auch andere, nicht primär in der Tumortherapie eingesetzte, Medika-
mente scheinen positive Effekte bei der Behandlung von Krebserkrankungen
zu haben.
Metformin und Krebs
Metaanalysen und Übersichtsstudien legen nahe, dass das Antidiabetikum
Metformin imstande ist, die Inzidenz einer Vielzahl von Krebserkrankungen
zu senken [56]. Aljada konnte beispielsweise zeigen, dass Metformin eine an-
tikarzinogene Aktivität bei verschiedenen Karzinomformen zu haben scheint
[4].
In einer Kohortenanalyse mit 4085 Metformin-Anwendern wurde bei 7,3 %
eine Krebserkrankung diagnostiziert, wohingegen in der Vergleichsgruppe bei
11,6 % eine Krebserkrankung auftrat. Die mittlere Zeit bis zur Krebsdiagnose
betrug 3,5 Jahre in der Metformin-Gruppe und 2,6 Jahre in der Vergleichs-
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gruppe [102]. Ähnliche Ergebnisse finden sich auch bei Bodmer et al.[31],
Bowker et al. [34] und Evans et al.[64]. Im Tierversuch konnten ebenfalls
tumorprotektive Effekte des Metformins festgestellt werden [9, 10].
Auch bei der Brustkrebserkrankung zeigte sich ein möglicher Zusammen-
hang zwischen der Metformineinnahme und einem geringeren Auftreten der
Erkrankung [33, 82]. Dieser Effekt ist besonders deutlich bei der Langzei-
teinnahme von Metformin [49]. Eine Untersuchung von ca. 68.000 postme-
nopausalen Frauen, von denen ca. 3.500 an Diabetes litten, konnte zeigen,
dass der Metformin-Gebrauch mit einer geringeren Inzidenz von Brustkrebs
assoziiert ist [44]. Andere Studien legen jedoch nahe, dass dieser Effekt nicht
an die Metforminbehandlung des Diabetes gebunden ist, sondern auch bei
der Langzeitgabe von Insulin [48] oder anderen oralen Antidiabetika [146]
beobachtet wird.
Die Wirkung von Metformin auf Brustkrebszellen in-vitro wurde bereits in
anderen Arbeitsgruppen [3, 141] und auch in unserer Arbeitsgruppe unter-
sucht [140] und wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit an zwei weiteren
Zelllinien erforscht.
Propranolol und Krebs
Dass der unselektive Betablocker Propranolol bereits in niedrigen Dosierun-
gen ein sicheres und effektives antiproliferatives Mittel sein kann, ist aus der
Behandlung des Infantilen Hämangioms bekannt [142].
Darüber hinaus werden Betablockern positive Effekte bei Tumorerkrankun-
gen [42], wie bspw. dem Darmkrebs [84] zugeschrieben, weil Tumorzellen
im allgemeinen und Mammakarzinomzellen im speziellen [38] adrenerge Re-
zeptoren exprimieren und Katecholamine eine entscheidende Rolle in der
Tumorentstehung zu haben scheinen [27, 47].
Betablocker haben offensichtlich auch positive Effekte auf das Tumorwachs-
tum beim Mammakarzinom [1, 24, 25, 40].
Ob sich dieser Effekt auch in-vitro nachweisen lässt, wurde ebenfalls durch
andere Arbeitsgruppen [59, 141] und in unserer Arbeitsgruppe untersucht
[140]. Ich werde hier prüfen, ob sich diese Ergebnisse auch an anderen Zell-
linien reproduzieren lassen.
ASS und Krebs
Die Chemoprävention einiger Krebserkrankungen durch ASS oder NSAR ist
schon lange Gegenstand der öffentlichen und wissenschaftlichen Diskussion.
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Die Studienlage hierzu ist nicht eindeutig [108]. Der protektive Effekt von
ASS auf die Entstehung von kolorektalen Neoplasien [101] scheint am besten
untersucht zu sein. Einige Autoren sehen hier eine eindeutige Evidenz dafür,
dass niedrig dosiertes Aspirin das Risiko kolorektaler Karzinome senken kann
[69]. Ähnliche Effekte von Aspirin und NSAR wurden beim Lungenkarzinom
entdeckt und legen die Vermutung nahe, dass die Cyclooxygenase eine zen-
trale Rolle in der Tumorentstehung haben könnte [103].
Bei anderen, bspw. gynäkologischen Tumoren, ist die Assoziation zwischen
der ASS-Einnahme und dem Auftreten der Erkrankung eher schwach [20].
Speziell beim Mammakarzinom sehen einige Autoren sogar keine signifikan-
te Assoziation zwischen der Verschreibung von niedrig-dosiertem ASS und
brustkrebsbedingten Todesfällen [110]. Andere Autoren bejahen eine inverse
Korrelation zwischen der ASS bzw. NSAR-Einnahme und der Inzidenz von
Brustkrebs [115].
Auch ASS wurde bereits in-vitro auf mögliche antiproliferative Effekte an
Brustkrebszellen untersucht [111, 141]. Ich werde hier weitere Mammakarzi-
nomzelllinien dahingehend testen.
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2 Theoretische Grundlagen
2.1 Epidemiologie
Die bösartigen Neubildungen der Brust stellen die häufigsten Karzinome der
Frau dar. Das Risiko einer Frau im Laufe ihres Lebens am Mammakarzinom
zu erkranken beträgt 12 %. In der Tendenz nimmt die Häufigkeit weiter zu.
Weltweit erkranken jährlich fast 1.4 Millionen Frauen an Brustkrebs und
über 450.000 Frauen sterben jährlich daran [143].
Auffällig ist die geographisch unterschiedliche Verteilung der Inzidenz des
Mammakarzinoms. So findet sich in Nordeuropa und den USA eine höhere
Inzidenz als beispielsweise in Südamerika und Ostasien [78]. In der afroame-
rikanischen Bevölkerung der USA kommt Brustkrebs seltener vor, als in der
weissen Bevölkerung [116].
2.2 Ätiologie
Neben Alter [2, 124] und einer familiären Brustkrebsbelastung [148] bezie-
hungsweise der genetischen Disposition [50] gelten eine Vielzahl von Fak-
toren als prädisponierend für das Mammakarzinom [51]. Späte Erstparität
[97, 99], frühes Menarchealter, späte Menopause [124], Nullipara, erhöhte
Östrogenspiegel, Adipositas [160], Diabetes mellitus, Zigarettenrauchen [97],
erhöhter Alkoholkonsum [79], Strahlenbelastung [127] und ein vorangegange-
nes Mammakarzinom der Gegenseite [97] beziehungsweise Hyperplasien der
Milchgänge [132] gelten als gesicherte Einflussfaktoren [95]. Die Rolle der
Adipositas bei der Brustkrebsentstehung ist komplex und abhängig vom me-
nopausalem Status und Brustkrebs-Subtyp [6].
Bei den genetischen Faktoren stellt die Mutation des BRCA-1-Gens den häu-
figsten Gendefekt dar [68]. Seltener sind andere Mutationen, beispielsweise
des BRCA-2 [162], des PTEN- und des TP53-Gens [147]. Bei Genmutationen
ergibt sich ein um ein vielfach erhöhtes Erkrankungsrisiko [72]. Bei den Medi-
kamenten ist die Hormonsubstitution mit Östrogenen in den Wechseljahren
als Risikofaktor gesichert [39]. Auch Strahlung [8] scheint das Erkrankungs-
risiko signifikant zu erhöhen.
Als protektive Faktoren gelten eine frühe Schwangerschaft [97, 99], Stillen
[29], Sport [145], SERMs [54], Aromataseinhibitoren [74] und eine prophy-
laktische Mastektomie [81] bzw. eine Oophorektomie [121] oder Ovarablation
[92].
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2.3 Klinik
Viele Patienten befinden sich bei Diagnosestellung schon in einem fortge-
schrittenen Stadium der Erkrankung, da es keine direkten Warn- beziehungs-
weise Frühsymptome gibt. Als erstes fällt den Betroffenen meist ein tastbarer
Knoten in der Brust auf. Selten finden sich Mamillenekzeme (Morbus Pa-
get) oder eine blutig-seröse Mamillensekretion als Warnsignale. Im Verlauf
kann es zu Entzündungen der Haut, einer Apfelsinenhaut (peau d’orange),
Ödemen, Schwellungen der axillären Lymphknoten oder Wirbelsäulen-, und
Gelenkschmerzen bei ossärer Metastasierung kommen [78].
Makroskopisch ist das Mammakarzinom am häufigsten im äußeren oberen
Quadranten der Brust lokalisiert [78]. Abhängig von der Tumorlokalisation
bzw. dem Entstehungsort teilt man in duktale, lobuläre, Brustwarzen- (Mor-
bus Paget) und andere Tumoren ein, wobei das Mammakarzinom in den häu-
figsten Fällen von den Milchgängen (duktal DCIS) ausgeht. Innerhalb der
einzelnen Tumorformen unterscheidet man eine Vielzahl von histologischen
Subtypen [61].
Brustkrebs metastasiert sehr häufig, relativ früh und überwiegend lympho-
gen (axillär). Hämatogen metastasiert das Mammakarzinom in das Skelett
mit osteolytischen Knochenmetatstasen in Wirbelkörpern, Rippen und Be-
cken und in Lunge, Leber, Haut und ZNS [61, 78].
Zur Risikoabschätzung unterteilt man die Erkrankung in Low-, Medium-
und High-Risk-Tumoren [78], abhängig von Tumorgrösse, Lymphknotensta-
tus, Östrogen-, Progersteron-, und HER2 - Rezeptorstatus, Gesundheits- und
menopausalem Status der Patientin [61]. Zur Therapieauswahl und Progno-
seeinschätzung findet zudem das TNM-Klassifikationssystem Anwendung. T
bestimmt dabei die Tumorgröße, N den Befall der Lymphknoten und M die
nachgewiesenen Fernmetastasen [113].
2.4 Diagnostik
Die Diagnostik der Brustkrebserkrankung beginnt mit der Anamnese durch
Erfragen von Risikofaktoren, familiärer Belastung und klinischen Sympto-
men [78, 113]. Daran schließt sich eine körperliche Untersuchung mit Tast-
untersuchung der Brust an. Die Evidenz der Tastuntersuchung wird dabei
unterschiedlich bewertet [18, 71]. Hierbei achtet man besonders auf die Kon-
sistenz, die Größe, mögliche Verhärtungen, die Verschieblichkeit und eine
Schmerzhaftigkeit der Brust, sowie auf die Haut über der Brust (Entzündun-
gen, Ekzeme, Einziehungen) und tastet die Lymphabflusswege auf Lymph-
knotenvergrösserungen ab. Gesichert wird die Diagnose radiologisch. Die pri-
mär eingesetzte Mammographie [112] hat eine gute Evidenz zur Reduktion
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der durch Brustkrebs bedingten Mortalität. Sie basiert aber auf Röntgen-
strahlen und hat daher auch einen Einfluss auf die Brustkrebsentstehung
selbst [36, 119]. Ferner werden Ultraschall, MRT/CT/PET-Untersuchungen
und Biospieentnahmen zur Diagnosesicherung eingesetzt [113].
2.5 Therapie
Grob unterteilt man die Therapie der Brustkrebserkrankung in sechs Säulen
[113]:
• Früherkennung und Prävention,
• Operative Therapie,
• Radiotherapie,
• Chemotherapie,
• Hormontherapie,
• Gezielte (targeted) Therapie.
Welche Therapieoptionen letztlich zum Einsatz kommen entscheidet sich
nach Stadium und Ausmass der Erkrankung und Zielsetzung der Therapie
(kurativ vs. palliativ) [19].
Früherkennung und Prävention
Neben der (Selbst-)Tastuntersuchung und der gynäkologischen klinischen
Untersuchung kommt vor allem der Mammographie eine große Bedeutung
bei der Brustkrebsvorsorge zu, da die Mammographie die Brustkrebs be-
dingte Mortalität massiv senkt [112]. Als problematisch wird derzeit die da-
mit verbundene Strahlenbelastung [127], die mögliche Überdiagnostik bie-
ziehungsweise Übertherapie [30] und die nicht unbedeutende Anzahl falsch-
positiver und falsch-negativer Befunde diskutiert [63, 128]. Als Maßnahme
der primären Prävention wird Frauen mit familiärer Belastung bzw. BRCA1-
oder BRCA2-Genmutation eine bilaterale prophylaktische Mastektomie [81],
häufig kombiniert mit einer beidseitigen Salpingo- Oophorektomie (i.d.R. um
das 40. Lebensjahr) empfohlen [92, 121]. Eine präventive Chemotherapie ist
außerhalb von klinischen Versuchen noch nicht etabliert [135].
Operative Therapie
Die chirurgische Behandlung ist die Therapie der Wahl, unabhängig vom his-
tologischen Subtyp [157]. Grob wird dabei zwischen einer brusterhaltenden
Therapie (BET), einer radikalen Mastektomie und einer modifiziert radikalen
Mastektomie (MRM) mit oder ohne Lymphknotendissektion unterschieden.
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Welches operative Verfahren bei der Tumorentfernung letztlich zum Einsatz
kommt, hängt ab von der Größe, Ausdehnung, Invasivität des Tumors und
Lymphknotenbefall beziehungsweise Metastasierung [113]. Hiernach richtet
sich auch, ob eine prä- beziehungsweise postoperative Chemotherapie oder
eine Bestrahlung notwendig ist [19]. Ein wichtiger Bestandteil der operativen
Versorgung ist auch die anschließende kosmetische Rekonstruktion [78].
Radiotherapie
Die therapeutische Bestrahlung der Brust wird als adjuvante, d.h. unterstüt-
zende Therapie, meist im Anschluss an eine operative Entfernung des Tu-
mors eingesetzt, um die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Rezidiven zu
verringern [66]. Eine Vielzahl von Metaanalysen haben gezeigt, dass die ad-
juvante Bestrahlung des Tumorbetts am besten geeignet ist, das Rezidivrisko
und die Mortalität zu senken und damit das Gesamtüberleben zu verbessern
[98]. Nach dem Ergebnis dieser Studien gibt es aktuell keine Patienten-, bzw.
Altersgruppe, die nicht von einer adjuvanten Strahlentherapie profitiert.
Chemotherapie
Grundsätzlich unterscheidet man zwischen adjuvanter und neoadjuvanter
Systemtherapie [19], wobei der Einsatz und der Empfehlungsgrad eines Che-
motherapieprotokolls von vielen Einflussfaktoren, wie Alter, Tumorgröße,
histologischem Typ bzw. dem histologisches Grading, ER-, PR, EGFR, HER2-
Status abhängt [113]. Dabei kommen verschiedene Wirkstoffklassen wie An-
thrazykline [118], Taxane [130], Alkylantien [52], Antimetabolite [154], Vin-
kaalkaloide [58], Platinpräparate [94] und andere Medikamente wie Gemcita-
bin [83] zum Einsatz. Häufig werden die o.a. Wirkstoffe untereinander oder
mit anderen, bspw. antihormonellen Medikamenten kombiniert.
Hormontherapie
Eine Vielzahl der Brustkrebsarten exprimieren Östrogen und Progesteron-
rezeptoren [7, 131]. Da das Wachstum vieler Brustkrebsarten durch Hormo-
ne unterhalten wird, ist es das Ziel dieser Therapieform, die Hormonbildung
oder Hormonwirkung zu reduzieren [112] oder gar zu unterbinden. Dies kann
zum einen operativ durch Ovarablation [121] erfolgen, da dort Östrogene ge-
bildet werden. Aber auch medikamentöse Therapieformen [114] wie Selekti-
ve Östrogenrezeptormodulatoren (Tamoxifen, Raloxifen) [54, 122, 155] und
Aromatase-Inhibitoren (Anastrozol, Exemstan) [73, 74, 122, 155] kommen
dabei sowohl in der Prävention als auch in der Therapie zum Einsatz. Da
ihre Wirkung von der Expression der entsprechenden Rezeptoren abhängt,
sind sie meistens beim Hormonrezeptor-negativen Brustkrebsarten wirkungs-
los [107].
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Gezielte Therapie
Bei der gezielten bzw. targeted Therapie kommen Medikamente zum Einsatz,
die gegen bestimmte Zielstrukturen in Brustkrebszellen [122] gerichtet sind.
Zu ihnen gehören beispielsweise
• Monoklonale Antikörper (Trastuzumab, Pertuzumab) [41]
• Tyrosinkinase-Inhibitoren (Lapatinib) [55]
• Cyclin-abhängige Kinase-Inhibitoren (Palbiciclib) [35]
• PAPR-Inhibitoren [53].
Ihr erfolgreicher Einsatz ist u.a. abhängig vom Rezeptorstatus [53] und er-
folgt als Monotherapie oder in Kombination mit anderen Chemotherapeuti-
ka.
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3 Hypothesen
Mit der vorliegenden Arbeit möchte ich untersuchen, wie sich die Behandlung
von Mammakarzinomzellen mit dem Antidiabetikum Metformin, dem Beta-
blocker Propranolol und dem Cyclooxigenasehemmer ASS auf ihr Wachstum
und ihre Vitalität auswirkt. Hierzu werde ich vier verschiedene epitheliale
Mammakarzinomzelllinien (MCF 7, BT 20, MCF 10a und MCF 12a) mit den
oben genannten Medikamenten in Form von kommerziellen Reinsubstanzen
in jeweils zwei Dosierungen behandeln und deren Effekte auf Zellzertörung,
Zellwachstum und Stoffwechselaktivität messen.
Durch gleichzeitige Testung mit verschiedenen Positiv-, bzw. Negativkon-
trollsubstanzen, soll dann eine Aussage zur Medikamentenwirkung möglich
sein. Hierzu wurde die Wirkung des jeweiligen Lösungsmittels, des Östro-
gens Östradiol, des SERM Tamoxifen und des Zellgifts Triton, untersucht.
Auf dieser Grundlage habe ich folgende Hypothesen aufgestellt:
• Metformin, Propranolol und ASS haben einen signifikanten Einfluss
auf Zellzerstörung, Wachstumsverhalten und Stoffwechselaktivität der
untersuchten Brustkrebszellen.
• Aufbauend darauf wird die Hypothese vertreten, dass die mit Metfor-
min, Propranolol und ASS behandelten Tumorzellen mehr Zellzerstö-
rung, weniger Zellwachstum und weniger Stoffwechselaktivität zeigen,
als unbehandelte Zellen.
• Ferner wird vermutet, dass sich die zytotoxische und antiproliferative
Wirkung von Metformin, Propranolol und ASS unabhängig vom Hor-
monrezeptorstatus beobachten lässt.
• Abschliessend wird die Hypothese vertreten, dass sich die Wirkung je-
des Medikaments dosisabhängig signifikant voneinander unterscheidet.
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4 Material und Methoden
4.1 Zellkulturen
Die hier verwendeten humanen Mammakarzinomzelllinien MCF 7, BT 20,
MCF 10a und MCF 12a wurden kommerziell bezogen und in standardisier-
ten Nährmedien unter physiologischen Bedingungen (37 ◦C, wasserdampfge-
sättigte Atmosphäre mit 5 % CO2) kultiviert und aufbereitet. Welche Nähr-
medien und Zusätze jeweils verwendet wurden, zeigt die folgende Übersicht.
Tabelle 1: Liste der Kulturmedien und Zusätze, Quelle: Forschungslabor Uni-
versitätsfrauenklinik Rostock (Laborstandard)
Zellen Medium Zusätze
MCF 7 DMEM 10 % FKS; 1 % Penicillin/Streptomycin; 0,5 %
Amphotericin B
BT 20 MEM/RPMI 10 % FKS; 1 % Penicillin/Streptomycin; 0,5 %
Amphotericin B
MCF 10a HAM’s 10 % Horse-Serum; 5 % Supplement; 1 % Pe-
nicillin/Streptomycin; 0,5 % Amphotericin B
MCF 12a HAM’s 10 % Horse-Serum; 5 % Supplement; 1 % Pe-
nicillin/Streptomycin; 0,5 % Amphotericin B
Kultivierung der Zelllinien
Alle zwei Tage führten wir mikroskopische Wachstumskontrollen durch. Das
verbrauchte Nährmedium wurde dabei jeweils abgesaugt und durch neues
Nährmedium ersetzt. Bei einem Bewuchs des Bodens der Zellkulturflasche
von 70 % - 90 % setzten wir die Zellen in eine größere Zellkulturflasche um.
Die Zellen mussten zum Entfernen möglicher Proteinanhaftungen mit einer
Pufferlösung (PBS) gewaschen werden.
Anschließend erfolgte eine enzymatische Spaltung bzw. Lösung der adhä-
renten Zellen vom Boden mittels Trypsin (2-3 ml). Bei Trypsin handelt es
sich um ein Enzym, das Proteine spalten kann, indem es die Protein-, bzw.
Peptidbindung löst [70]. Hierfür war jeweils eine Inkubationszeit von fünf
Minuten bei 37 ◦C nötig.
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Zellzählung
Um annähernd einheitliche und vergleichbare Untersuchsbedingungen zu schaf-
fen, wurde vor jeder Versuchsreihe eine mikroskopische Zellzählung vorge-
nommen. Dazu wurde zunächst eine 1:20 Verdünnung der Zellen hergestellt
(20 µl Zellsuspension, 20 µl Trypanblau und 360 µl Medium). Bei Trypanblau
handelt es sich um einen Farbstoff, der die Membranen toter Zellen durch-
dringt und diese damit blau färbt, während lebende Zellen weiter hell unter
dem Mikroskop erscheinen. Von der so gewonnenen Zellsuspension wurden
20 µl in eine Zählkammer (Bürker-Kammer) gegeben und dort ausgezählt.
Auf Grundlage der Auszählung wurde die Zellzahl nach folgender Formel
rechnerisch ermittelt. Es kamen jeweils 5x105 Zellen zum Einsatz.
Zellen/ml =
(geza¨hlte Zellen)
Fla¨che (mm2) x Kammertiefe (mm)
x V erdu¨nnung x 104
Die hier untersuchten Zellarten unterscheiden sich nicht nur morphologisch,
sondern auch hinsichtlich ihrer Rezeptorausstattung [139].
Zu den Mammakarzinomzelllinien im einzelnen.
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4.1.1 MCF 7 Zellen
Bei den MCF-7 Zellen handelt es sich um eine Brustkrebszelllinie von ei-
ner weißen (kaukasischen) 69-jährigen Frau, die in den 1970er Jahren aus
amputiertem Brustgewebe kultiviert wurde [137]. MCF 7 Zellen exprimieren
einen Östrogenrezeptor, einen Progesteronrezeptor und den Wachstumsfak-
torrezeptor HER2 [152] an ihrer Oberfläche [139].
Abbildung 1: MCF 7 Zellen, 20x Vergrößerung, Lichtmikroskopie, exempla-
risch wurden einige Zellen mit Pfeilen markiert.
Diese Zellen eignen sich gut für Untersuchungen, da sie einen Östrogen-
rezeptor besitzen und auf die Behandlung mit Östradiol mit Wachstum rea-
gieren. Morphologisch weisen die Tumorzellen eine asymmetrische Form auf
und akkumulieren zu Zellnestern [137]. Die MCF7-Zellen wurden im Medium
DMEM (HE Health Care, PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich)
und den o.a. Zusätzen kultiviert.
4.1.2 BT 20 Zellen
Die humanen Brustkrebszellen der Linie BT 20 wurden in den 1950er Jah-
ren einer 76-jährigen an Brustkrebs erkrankten Patienten entnommen und
kultiviert [14]. Es handelt sich dabei um Brustdrüsenzellen, die Östrogen-
rezeptornegativ sind, obwohl sie eine Östrogenrezeptor-mRNA exprimieren.
Das Wachstum der BT20-Zellen lässt sich durch den Tumor-Nekrose-Faktor
alpha (TNF alpha) hemmen [100]. Morphologisch ist diese Tumorart eher
spindelzellartig. Die BT20-Zellen lassen sich gut mit RPMI heranzüchten.
19
Abbildung 2: BT 20 Zellen, 20x Vergrößerung, Lichtmikroskopie, exempla-
risch wurden einige Zellen mit Pfeilen markiert.
4.1.3 MCF 10a Zellen
Die Zellen der MCF-10a Linie stammen von einer 36 Jahre alten, eben-
falls kaukasischen Frau [15]. Dieser epitheliale Tumor ist fibrozystischen Ur-
sprungs [117]. Diese Zellen sind Östrogenrezeptor-negativ, exprimieren an
ihre Oberfläche den HER-2 und den EGFR-Rezeptor, ferner lässt sich das
Zytokeratin CK5/6 nachweisen [139]. Die Gestalt ist eher polymorph mit
teilweise spindelförmigen Enden.
Abbildung 3: MCF 10a Zellen, 20x Vergrößerung, Lichtmikroskopie, exem-
plarisch wurden einige Zellen mit Pfeilen markiert.
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4.1.4 MCF 12a Zellen
Die MCF 12a Zellen sind ebenfalls epithelialen Ursprungs und wurden ei-
ner 60 Jahre alten kaukasischen Patientin entnommen [16]. Sie exprimieren
an ihrer Oberfläche neben Östrogen-, [62], HER-2-, und EGFR-Rezeptoren,
auch Zytokeratin CK5/6 und das Protein Ki-67 [139]. Morphologisch sind
sie spindelförmig.
Abbildung 4: MCF 12a Zellen, 20x Vergrößerung, Lichtmikroskopie, exem-
plarisch wurden einige Zellen mit Pfeilen markiert.
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4.2 Reinsubstanzen und Chemikalien
Die verwendeten Reinsubstanzen wurden von der Firma Sigma-Aldrich, Mün-
chen, kommerziell beschafft und vor ihrer Verwendung gelöst. Aus jeder
Reinsubstanz setzten wir eine Stammlösung an und lagerten diese bis zur
Durchführung der Tests bei −81 ◦C. Aus dieser Stammlösung habe wir an-
schliessend eine Verdünnungsreihe hergestellt. Zur Klärung der Frage, ob die
gemessenen Effekte tatsächlich auf die verwendeten Substanzen und nicht
doch auf das Lösungsmittel zurück zu führen sind, haben wir jeweils vier
Wells pro 96er-Wellplatte mit den Lösungsmitteln Aqua dest. und Ethanol
behandelt.
4.2.1 Metformin
Das Antidiabetikum Metformin gehört zur Gruppe der Biguanide und wird
bei der Behandlung des Typ2-Diabtes T2DM bevorzugt eingesetzt, vor al-
lem wegen seiner Fähigkeit den Blutzuckerspiegel effektiv zu senken [21]. Es
führt zu einer Verbesserung des Kohlenhydratumsatzes durch Förderung des
Glukosetransports in die Muskelzellen und durch Hemmung von Gluconeoge-
nese, hepatischer Glukoseproduktion und Kohlenhydrataufnahme im Darm
[65]. Durch Förderung der Lipolyse führt es auch zu einer Gewichtsreduktion
und Senkung der Blutfettwerte, weshalb es häufig verschrieben wird, wenn
Lebensstiländerungen (Sport, Ernährung) keinen Erfolg versprechen [91].
Der antitumoröse Effekt des Metformins wird u.a. durch die Aktivierung
einer AMPK vermittelt, welche den zellulären Energiestoffwechsel reguliert
[106]. Durch die Aktivierung der AMPK hemmt Metformin das Wachstum
von Brustkrebszellen, durch Hemmung der Initiation der Translation [96].
Zudem soll es über den AMPK-abhängigen Signalweg zu einer gesteigerten
Autophagie (via PI3K) und Apoptose kommen. Hierüber hemmt Metformin
auch die Gluconeogenese in den Hepatozyten [77].
In MCF-7 Brustkrebszellen beispielsweise führt Metformin zu einem 30 %-
igen Abfall der globalen Proteinsynthese. Darüber hinaus bedingt Metformin
einen dosisabhängigen spezifischen Abfall der Translation bis zu 40 %. Der
durch Metformin bedingte Abfall der Translationsrate ist u.a. assoziiert mit
einer Hemmung der mTOR [60]. Über diesen Stoffwechselweg unterdrückt
Metformin vermutlich auch die Überexpression von HER2-Rezeptoren [152].
Ferner wird vermutet, dass Metformin in-vitro einen Zellzyklus-Arrest indu-
ziert und die Koloniebildung verhindert [3].
Das Antidiabetikum Metfomin (1,1-Dimethylbiagunidhydrochlorid; Sigma-
Aldrich, München) haben wir in Aqua dest. gelöst und in Konzentrationen
von 7,5 mg/ml (Met I) und 2,5 mg/ml (Met II) verdünnt.
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4.2.2 Propranolol
Der unselektive Betablocker Propranolol wird bei Koronarer Herzkrankheit,
Angina pectoris, tachykarden Herzrhythmusstörungen, bei Hyperthyreose,
bei Angstzuständen und essentiellem Tremor bzw. zur Migräneprophyla-
xe eingesetzt. An den Beta-1-Rezeptoren des Herzens wirken Betablocker
negativ iono-, dromo-, und chronotrop. In der Peripherie an den Beta-2-
Rezeptoren der Gefäße führen sie zu einer Tonuserhöhung, weil sie die Di-
latation hemmen. Ferner wird die Insulinsekretion des Pankreas, sowie die
Glykogenolyse in der Skelettmuskulatur gehemmt [91].
Die antiproliferative Wirkung von Propranolol beruht vor allem auf einer
Hemmung der Gefässneubildung [142] und einer Blockade des sympathischen
Nervensystems, da dieses über eine Vielzahl von Mechanismen die Entste-
hung und den Progress von Brustkrebs begünstigen soll [134]. Auf zellulärer
Ebene vermutet man, dass die Stimulation der Krebszellen durch körpereige-
ne Katcholamine, den Einbau von Nukleosiden, wie Thymidin, in die DNA
von Tumorzellen fördert, und damit zu einem vermehrten Wachstum von
Krebszellen führt [151]. Die Exprimierung von Beta-Adrenergen Rezeptoren
in menschlichen Brustkrebszellen ist schon länger beschrieben [120, 150].
Ferner liegt die Vermutung nahe, dass Katecholamine die Krebszellen vor
einem programmierten Zelltod (Apoptose) bewahren [129]. Diese antiapop-
tische Wirkung soll über die cAMP-abhängige Phosphorylierung und Inakti-
vierung eines pro-apoptotischen Proteins (BAD) vermittelt sein [129]. Aber
auch andere Stoffwechselwege werden derzeit diskutiert [12]. Betablocker un-
terbinden folglich die antiapoptotische Wirkung der Katecholamine. Darüber
hinaus vermutet man, dass Propranolol den Glukose-Metabolismus über eine
Downregulation der Hexokinase reduziert [90]. Andere Studien zeigten eine
verringerte Migration und Invasion von Brustkrebszellen nach Gabe von Be-
tablockern [59].
Als Betablocker wurde Propranolol (Propranolol hydrochlorid; Sigma-Aldrich,
München) verwendet, ebenfalls in destilliertem Wasser gelöst und in Konzen-
trationen von 2,4 mg/ml (Prop I) bzw. 1,2 mg/ml (Prop II) verdünnt.
4.2.3 ASS
Der Cyclooxygenase-, bzw. Thrombozytenaggregationshemmer ASS wird zur
Behandlung von Schmerzen und zur Thrombose-, bzw. Embolieprophylaxe
eingesetzt. Es dient damit der Prävention zerebraler und koronarer Durch-
blutungsstörungen. Über die Hemmung der COX führt es zur verminderten
Thromboxansynthese. Ferner wirkt es schmerzlindernd (analgetisch), fieber-
senkend (antipyretisch) und entzündungshemmend (antiphlogistisch) [91].
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Da die Tumorentstehung stark mit chronischen Entzündungsreaktionen as-
soziiert ist, beruht die antitumoröse Wirkung von ASS auf einer über die
Hemmung der COX vermittelten Blockade der Inflammationsreaktion [20].
Auf zellulärer Ebene hat man an Brustkrebszellen zeigen können, dass che-
misch leicht verändertes Aspirin einen chemopräventiven Effekt hat, indem
es das Zellwachstum hemmt, den Zelltod induziert und über den NFκB Pa-
thway die Genexpression reduziert [111].
ASS (Acetylsalicylsäure, Sigma-Aldrich, München) lies sich mithilfe des mit-
gelieferten Verdünnungsmittels Aqua dest. auflösen und zu Konzentrationen
von 1,0 mg/ml (ASS I) und 0,5 mg/ml (ASS II) verdünnen.
4.2.4 Tamoxifen
Der Selektive Östrogen Rezeptor Modulator (SERM) Tamoxifen dient der
Adjuvanten und Palliativen Behandlung des hormonempfindlichen Mamm-
akarzinoms [54]. SERMs weisen, abhängig vom Zielgewebe, sowohl agonis-
tische, als auch antagonistische Effekte an Östrogerezeptoren auf. So wirkt
Tamoxifen am Brustgewebe Östrogen-antagonistisch, während es am Endo-
metrium agonistische Effekte hat und dort zu einer Hyperplasie, zu Polypen
oder gar zu Tumoren führen kann. Seine Wirkung auf die Brustkrebszellen
ist daher auch proliferationshemmend [91]. Sie haben jedoch auch Nebenwir-
kungen [23].
Zur Kontrolle bzw. als Referenz jeweils vier Wells/96er-Wellplatte mit Ta-
moxifen (5,6 mg/ml in Ethanol).
4.2.5 Östradiol
Östradiol gehört zur Gruppe der natürlichen bzw. körpereigenen Östrogene.
Es wirkt östrogen-agonistisch und wird daher zur Hormonersatztherapie im
Klimakterium oder nach Hysterektomie und bei urogenitaler Atrophie einge-
setzt. Im Körper werden Östrogene hauptsächlich im Ovar und der Plazenta
gebildet. Sie werden aus Androgenen durch das Enzym Aromatase synthe-
tisiert, wobei zunächst das stärkste endogene Östrogen, Östradiol, entsteht.
An den Genitalorganen führt es zu einem vermehrten Wachstum von Vagi-
na, Uterus und Brustdrüse. Extragenital stimuliert Östradiol das Knochen-
wachstum und die Mineraleinlagerung in den Knochen, weshalb es auch in
der Osteoporoseprophylaxe Anwendung findet [91].
Hier dient es als Referenzsubstanz und wurde in einer Konzentration von
2,71 mg/ml in Ethanol gelöst.
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4.2.6 Sonstige Chemikalien
Zu den Mammakarzinomzellen wurde das jeweilige Nährmedium (vgl. Tabel-
le 1) komplettiert mit 10 % inaktiviertem, hormonfreiem fetalem Kalbsserum
FKS (Biochrom AG, Berlin), 1 % Penicillin/Streptomycin (GE Health Care,
PAA Laboratories, Pasching, Österreich) und 0,5 % Amphotericin-B, un-
ter physiologischen Bedingungen (37 ◦C, wasserdampfgesättigte Atmosphäre
mit 5 % CO2) zugesetzt.
Für die Lyse der Brustkrebszellen wurde das Detergenz Triton X-100 (Ferak
Laborat GmbH, Berlin) eingesetzt. Es ist in der Lage Zellen aufzuschlie-
ßen, indem es Zellmembranen zerstört. Wird die Integrität der Zellmembran
zerstört, wird die intrazellulär gelegene LDH freigesetzt. Ihre extrazellulär
gemessene Konzentration gilt als Maß der Zellzerstörung. Die unter der Be-
handlung mit Triton gemessene Konzentration an LDH wurde im Rahmen
dieser Arbeit einem Wert von 100 % Zellzerstörung gleichgesetzt.
Für die enzymatische Behandlung bzw. Ablösung der Zellen, beispielwei-
se zum Passagieren, wurde Trypsin (GE Health Care, PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Österreich) verwendet, da es in der Lage ist, Peptidbin-
dungen zu lösen [70].
Zur Ablösung etwaiger Einweißanhaftungen vor der enzymatischen Behand-
lung wurde PBS (Invitrogen, England) eingesetzt.
Zum Abstoppen der Substratreaktion bei den hier durchgeführten Testver-
fahren wurde 1 M Salzsäure (50 µl HCl/Well) bzw. Schwefelsäure (25 µl
H2SO4/Well), beides von der Fa. Roth, Karlsruhe verwendet.
Um die vitalen von den abgestorbenen Mammakarzinomzellen zu unterschei-
den, wurden sie vor der Zellzählung mit 20 µl Trypanblau (Sigma-Aldrich-
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) versetzt.
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4.3 Material
Geräte
• Biologische Sicherheitswerkbank (Hera Safe) Klasse II mit Laborfil-
ter/abzug nach EN 2469/2000 der Firma Heraeus Holding GmbH, Ha-
nau (Deutschland)
• Brutschrank (Function Line) mit wasserdampfgesättigter Atmosphäre
mit 5 % CO2 und 37 ◦C Temperatur der Firma Heraeus Holding GmbH,
Hanau (Deutschland)
• ELISA Microplate Reader (Madol 680), Firma Bio Rad Laboratories
GmbH, München (Deutschland)
• Gefrierschrank (Liebherr Premium) für −20 ◦C, Firma Liebherr - In-
ternational AG, Kirchdorf an der Iller (Deutschland)
• Gefrierschrank (ultra low) für −86 ◦C, Firma Sanyo Biomedical, Wood
Dale (USA)
• Labor-Waage (Sartorius BP 2105) der Firma Data Weighing Systems
Inc., Elk Grove (USA)
• Lichtmikroskop (Axiovert 40 C) mit Mikroskopkamera (AxiocamMRC)
der Firma Carl Zeiss Microscopy GmbH, Göttingen (Deutschland)
• Multipipette Eppendorf Research, Firma Eppendorf AG, Hamburg
(Deutschland)
• pH-Meter (Thermo Scientific Orion 3-Star Plus pH Meter) der Firma
Thermo Fisher Scientific Inc., Beverly, MA (USA)
• Vortexer Dreh- und Schwenkvorrichtung (Reax 2000), Firma Heidolph
Instruments GmbH und Co. KG, Schwabach (Deutschland)
• Zentrifuge (Biofuge Pico), Firma Heraeus Holding GmbH, Hanau (Deutsch-
land)
• Zentrifuge (Universal 320x), Firma Hettich Holding GmbH und Co.
oHG, Kirchlengern (Deutschland)
• Zentrifuge (Rotanta / TR), Firma Hettich Holding GmbH und Co.
oHG, Kirchlengern (Deutschland)
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Verbrauchsmaterial
• Zellkulturflaschen (25cm2, 75cm2, 150cm2): der Firma TPP Techno Pla-
stic Products AG, Trasadingen (Schweiz)
• 96er-Well-Platten und 24er-Well-Platten der Firma TPP Techno Pla-
stic Products AG, Trasadingen (Schweiz)
• Zentrifugenröhrchen (15 ml, 50 ml) der Firma TPP Techno Plastic
Products AG, Trasadingen (Schweiz)
• Pipettenspitzen (5 ml, 10 ml, 25 ml) der Firma TPP Techno Plastic
Products AG, Trasadingen (Schweiz)
• Desinfektionsmittel Bacillol AF der Firma Bode Chemie, Hamburg
(Deutschland)
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4.4 Testverfahren
4.4.1 LDH-Zytotoxizitätstest
Der LDH-Zytotoxizitätstest bestimmt quantitativ den Umfang des Zellun-
tergangs bzw. des Zelltodes durch Messung der Aktivität der Lactatdehy-
drogenase im Extrazellularraum bzw. dem Überstand. Nach dem Zelltod
geben die Zellen ihren Zellinhalt in das Medium ab. Da die LDH in allen
Zellen ubiquitär vorkommt und aufgrund einer Resistenz gegen Proteasen
im Nährmedium stabil bleibt, eignet sie sich gut für diese Testmethode. In
der lebenden Zelle katalysiert die LDH die Reduktion von Pyruvat in Lac-
tat bei der Glykolyse. Das Coenztym bzw. Reduktionsmittel NAD+ wird zu
NADH/H+ reduziert [57]. Die Wasserstoffprotonen H/H+ des NADH/H+
gehen bei der Umkehrreaktion auf das Tetrazoliumsalz INT (gelb) über,
welches zu Formazan (rot) reduziert wird. Am ELISA Lesegerät wird die
Menge des entstandenen Formazan photometrisch bestimmt. Seine Menge
ist dabei proportional der LDH-Aktivität im Überstand und korreliert mit
der Menge der abgestorbenen Zellen. Für die LDH-Zytotoxizitätstests wurde
das Zytotoxizität Detection Kid (LDH) der Firma Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim (Deutschland) verwendet [125].
Abbildung 5: LDH Test Funktionsprinzip, Erläuterungen Step 1: Die freige-
setzte LDH reduziert NAD+ zu NADH/H+ durch Oxidation von Laktat zu
Pyruvat. Step 2: Durch einen Katalysator werden 2 H+ Ionen von NADH/H+
auf das INT (gelb) überragen, welches dadurch zu Formazan (rot) wird. Die-
ser Farbumschlag wird photometrisch gemessen [125].
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Durchführung
• Zellzählung und Aussaat der Zellen in 96er-Well-Platten und anschlie-
ßende Inkubation für 24 Stunden
• Entfernung des Mediums mit 10 %-igem FKS und erneute Zugabe von
1 %-igem FKS-Nährmedium
• Anschließend Zugabe von 2 µl Extrakt/Well, Inkubation für 24 Stun-
den
• Zusätzlich wurden die Positivkontrollen mit Triton und Tamoxifen den
Zellen versetzt. Der Effekt nach Zugabe von Triton entspricht daher der
maximal durch Lyse freigesetzten Menge an LDH.
• Als Negativkontrolle zur Vermeidung falsch positiver Ergebnisse dienten
die Zellen im Medium zuzüglich des jeweiligen Lösungsmittels, sowie
Zellen, denen Östradiol zugesetzt wurde.
• Nach Inkubation Abpipettieren von 100 µl Überstand/Well in eine
neue Wellplatte
• Zugabe von 100 µl Reaktionsgemisch je Well und Inkubation für 30
Minuten bei Dunkelheit
• Abstoppen der Reaktion mit 1 M Salzsäure 25 µl HCl/Well
• Photometrische Messung am ELISA-Reader mit 490 nm
• Datenauswertung mit dem Program Microplate Manager
Berechnung
Das Maß der Zellzerstörung wurde nach folgender Formel bestimmt:
X [%] =
(AbsorptionProbe)− (AbsorptionNegativkontrolle)
(AbsorptionPositivkontrolle)− (AbsorptionNegativkontrolle) x 100
Als Positivkontrolle diente Triton. Als Negativkontrolle wurden 200 µl Me-
dium + Zellen/Well verwendet [125]. Als weitere Positivkontrolle wurde Ta-
moxifen, und als weitere Negativkontrolle Östradiol eingesetzt.
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4.4.2 BrdU-Zellproliferationstest
Der BrdU-Zellproliferationstest dient der Beurteilung des Zellwachstums der
behandelten Brustkrebszellen. Er basiert auf der Tatsache, dass es in leben-
den bzw. proliferierenden Zellen zu Zellteilungen und damit zur Synthese
von DNA während der Mitose kommt. Durch den Einbau des Pyrimidinana-
logons 5-Brom-2-Desoxyuridin (BrdU) anstelle des Thymidin in die neusyn-
thetisierte DNA können lebende bzw. proliferierende Zellen nachgewiesen
werden [76].
Nach Zugabe der BrdU-Lösung zu den mit den Testsubstanzen behandel-
ten Zellen erfolgt die Fixierung und die Denaturierung der DNA mittels sog.
FixDenat. Dies ermöglicht später das Angreifen des Test-Antikörpers, der das
inkorporierte BrdU detektieren soll. Nach Zugabe des spezifischen Antikör-
pers (Anti-BrdU-POD) bindet dieser nach einer Inkubationszeit von 30-120
Minuten an das Thymidinanalogon. Da dieser Antikörper an eine Peroxidase
gekoppelt ist, löst der dabei entstehende Immunkomplex in einem speziel-
len Substrat (Tetramethylbenzidin) eine Farbreaktion (Blaufärbung) aus,
die später photometrisch gemessen werden kann, nachdem die Farbreakti-
on durch Schwefelsäure abgestoppt wurde (Gelbfärbung). Hierbei wurde das
Cell proliferation BrdU Assay-Test Kit der Firma Roche verwendet [126].
Abbildung 6: BrdU Test Schematische Darstellung der Testabschnitte, Er-
läuterungen Bild 1: Einbau von BrdU, anstelle von Thymidin in die DNA,
Bild 2: Fixierung und Denaturierung, Bild 3: Zugabe spezifischer Antikörper
mit Peroxidase (Anti-BrdU-POD), Bild 4: Zugabe von Substrat (TMB) und
Farbreaktion mit Peroxidase, welche photometrisch gemessen wird [126].
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Durchführung
• Zellzählung und Aussaat der Zellen in 96er-Well-Platten und anschlie-
ßende Inkubation für 24 Stunden
• Zugabe der Extrakte in zwei verschiedenen Konzentrationen.
• Zusätzlich wurden als Positiv-, bzw. Negativkontrollen Tamoxifen und
Östradiol den Zellen zugegeben, sowie unbehandelte Zellen mit Medi-
um ausgesäet.
• Zur Vermeidung falsch-positiver Ergebnisse wurden jeweils vier Wells
pro Platte ohne Antikörperzugabe, als Negativ-, bzw. Background-
Kontrolle ausgesäet. Dieser Background ist nötig, um eine eventuell
unspezifische Bindung des BrdU an die Well-Platten zu prüfen.
• Nach einer Inkubation von weiteren 24 Stunden erfolgt die Zugabe der
BrdU-Lösung (10 µl /Well Extrakt bzw. Kontrollen), Inkubation für 3
Stunden
• Fixierung und Denaturierung mittels 200 µl FixDenat/Well, Inkubati-
on für 30 Minuten
• Entfernen des FixDenat durch Ausklopfen der Well-Platten
• Zugabe der Antikörperlösung 100 µl Anti-BrdU-POD/Well, Inkubati-
on für 30 - 120 Minuten
• Mehrmaliges Waschen mittels Waschlösung
• Zugabe der Substratlösung 100 µl TMB/Well
• Abstoppen der Reaktion mit Schwefelsäure 25 µl (H2SO4)/Well
• Photometrische Messung am ELISA-Reader mit 450 nm- 620 nm
• Datenauswertung mit dem Program Microplate Manager
Berechnung
Das Maß der Zellproliferation wurde nach folgender Formel bestimmt:
Zellproliferation [%] =
AbsorptionProbe
AbsorptionNegativkontrolle
x 100
Als Negativkontrolle wurden 100 µl Medium + Zellen/Well verwendet [126].
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4.4.3 Immunhistochemie
Bei der Immunhistochemischen Untersuchung der Zellen wurde geprüft, ob
die verwendeten Mammakarzinomzelllinien die Östrogenrezeptoren ER α
und ER β und den Progesteronrezeptor PR exprimieren. Wie bereits oben
dargestellt ist der Nachweis des Östrogen-, bzw. des Progesteronrezeptors bei
Mammakarzinomzellen ein wichtiger Prognosefaktor. Diese Untersuchung ist
daher klinisch, vor allem in Hinblick auf die Wirksamkeit einer Antihor-
monellen Therapie, bedeutsam. Die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus
funktioniert nach dem Prinzip einer Antigen-Antikörper-Reaktion [153]. Die
Zielstruktur wird dabei mithilfe eines farbstoffmarkierten Antikörpers sicht-
bar gemacht. Hierbei sind bereits kleinste Mengen der Probe ausreichend.
Durchführung
• Aussaat von 300 µl Zellsuspension/Well mit 200.000 Zellen/ml in 12er
bzw. 24er-Well-Platten und anschließende Inkubation für 48 Stunden
(37 ◦C, wasserdampfgesättigte Atmosphäre mit 5 % CO2)
• Medium vom Objektträger dekantieren und Fixierung der Zellen mit
4 % Formalin, 20-minütiges Einwirken
• Anschließend folgt ein 3-maliger Waschvorgang mit 300 µl PBS
• Danach Zellen mit 0,3 % H2O2 versetzen, um die Peroxidase zu hem-
men (Inkubationsdauer war 30 min). Dann wieder 3x gespült mit PBS
• Gabe von Normalserum und mindestens 20-minütige Inkubation, so-
dann Normalserum abpipettieren und ohne Waschvorgang Zugabe von
100 µl primären Antikörpern auf die Proben (Mouse anti-human ERα/
ERβ/ PR) und Inkubation für 24 Stunden bei 4 ◦C
• Dekantieren des Primärantikörpers, 3-maliges Spülen mit PBS und Ga-
be davon 200 µl Sekundärantikörper, anschließend Inkubation für 30
Minuten bei Raumtemperatur
• Mehrmaliges Waschen mit 300 µl PBS/Well
• Zugabe von 200 µl Farbstoffs/Well (LineRed) und Inkubation für 5-30
Minuten im Dunkeln
• Farbstoff entfernen und Abstoppen der Reaktion mit Leitungswasser
• Mikroskopische Auswertung und fotographische Dokumentation [153]
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Auswertung
Die Intensität korreliert direkt mit der Dichte des jeweils untersuchten Re-
zeptors. Ein Farbumschlag ist in der vorliegenden Arbeit gleichbedeutend mit
dem Vorhandensein von Rezeptoren, während eine fehlende Farbreaktion ge-
gen das Vorliegen des jeweiligen Rezeptors spricht. Dieses Vereinfachung ist
deshalb möglich, da der verwendet Test sehr sensitiv ist. Die Auswertung der
Farbreaktion erfolgte visuell mithilfe eines Phasenkontrastmikroskops und
anschließender fotographischer Dokumentation [153].
4.4.4 Metabolismus der Zellen
Glukose
Krebszellen haben einen veränderten Metabolismus [156], der u.a. durch ei-
ne erhöhte Glukoseaufnahme, einen erhöhten Kohlenhydratumsatz und eine
vermehrte Bildung von Lactat gekennzeichnet ist [86]. Letzteres ist dadurch
bedingt, da die Glukoseaufnahme teilweise ungeachtet von der Sauerstoff-
verfügbarkeit erfolgt und damit einen anaeroben Stoffwechselweg notwendig
macht. Durch diesen metabolischen Schritt kommt zur Bildung von Lactat
und einem damit einhergehenden saueren Milieu [105]. Dieser angepasste
Stoffwechsel ermöglicht den Krebszellen ein vergleichsweise schnelleres Pro-
liferationsverhalten [11].
Die Messung der Glukosekonzentration der Lösung kann Aufschluss über
die Stoffwechselaktivität der untersuchten Zellen geben. Niedrige Konzen-
trationen an Glukose im Überstand können ein Indiz für einen hohen Glu-
koseverbrauch und eine damit einhergehende hohe Stoffwechselaktivität der
Zellen sein. Während hohe extrazelluläre Konzentrationen für eine geringe
Stoffwechselaktivität sprechen.
Die hier untersuchten Zellen bezogen die Glukose aus dem umgebenden
Nährmedium, weshalb die Glukosekonzentration im Medium ohne Substrat-
zugabe als Ausgangswert für die Beurteilung des Verbrauchs herangezogen
wurde. Die Messung der Glukosekonzentration erfolgte nach 24-stündiger In-
kubation der Zellen mit den jeweiligen Substraten und Kontrollsubstanzen
im abpipettierten Überstand. Hierzu wurde das Glukosemessgerät Biosen
5140 der EKF Diagnostics GmbH, Magdeburg benutzt.
pH-Wert
Der pH-Wert ist definiert als der negative dekadische Logarithmus der Was-
serstoffprotonenkonzentration (H+) eines Mediums; er ist eine dimensions-
lose Zahl zwischen 0 und 14. Physiologisch liegt der pH-Wert des Blutes bei
ca. 7,4. Abweichungen nach oben werden als Alkalose, und Abweichungen
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nach unten als Azidose bezeichnet [109]. Intrazellulär liegt der pH-Wert ak-
tiver, d.h. am Metabolismus teilnehmender, Zellen etwas niedriger (ca. pH
7,0 - 7,2), da beim Zellstoffwechsel häufig H+-Ionen anfallen, die erst über
aktive Transportmechanismen nach extrazellulär befördert werden müssen.
Somit kann der pH-Wert als Indiz für die Stoffwechselaktivität von Zellen
herangezogen werden. Dies aber nur in sehr engen Grenzen, da die Aktivi-
tät von Enzymen, Ionenkanälen und Proteinen der Signaltransduktion vom
Ladungszustand und damit vom pH-Wert abhängig ist [45].
Dabei gilt vereinfacht der Zusammenhang, dass ein niedriger pH-Wert für
mehr Stoffwechselaktivität in den Tumorzellen spricht, da es im Rahmen des
erhöhten Glukoseumsatzes teilweise auch zu einer anaeroben Energiegewin-
nung kommt, bei der Laktat anfällt [86, 105, 156].
Die Messung des pH-Werts wurde einmal für jede Zelllinie durchgeführt.
Dazu wurde jede Mammakarzinomzelllinie auf je einer 96er-Well-Platte aus-
gesät und wie beim LDH-Test mit den Medikamenten und Kontrollsubstan-
zen beimpft. Nach einer 24-stündigen Inkubationszeit erfolgte die Messung
elektrochemisch mithilfe des pH-Meters Orion 3-Star Plus (Firma Thermo
Fisher Scientific Inc.). An der Glaselektrode des pH-Meters bildet sich, ab-
hängig von der Konzentration der Wasserstoffionen ein elektrisches Potential
aus, was gemessen und letztlich als pH-Wert angezeigt wird. Zum Eichen der
Glaselektrode diente eine Kontrolllösung mit dem pH-Wert von 7,0 [67].
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4.5 Statistische Auswertung
Zur statistischen Überprüfung der gewonnenen Ergebnisse habe ich die Pro-
gramme GraphPad Prism 7 [75] und Microsoft Office Excel genutzt.
Bei jeder Testreihe wurden jeweils vier Wells mit den Proben beimpft. Wir
wiederholten die Testreihen mehrmals, d.h. mindestens viermal pro Zellli-
nie und Reinsubstanz, um die Genauigkeit der Ergebnisse zu erhöhen. Die
beim Proliferations-, und Zytotoxizitätstest entstandenen Extinktionsdaten
wurden sodann gemittelt und auf der Grundlage der oben genannten mathe-
matischen Gesetzmässigkeiten (s.o.) ein Zytotoxizitäts-, bzw. und Zellproli-
ferationsmaß berechnet.
Die so gewonnenen Daten prüften wir zunächst dahingehend, ob sie statis-
tisch normalverteilt sind. Wenn dies der Fall war, erfolgte die weitere Auswer-
tung unter Verwendung eines gruppenvergleichenden parametrischen t-Tests.
Dabei wurde die jeweils untersuchte Substanz, mit der jeweiligen Referenz-
probe dahingehend verglichen, ob die Unterschiede in den Daten der vergli-
chenen Gruppen auch signifikant waren. Hierbei galten Vergleiche mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit (p) von > 0,05 als nicht signifikant. Vergleiche,
mit einem Ergebnis von p < 0,05 sind als signifikant, mit p < 0,01 als stark
signifikant und Vergleiche mit p < 0,001 als hochsignifikant definiert. Bei ei-
ner Irrtumswahrscheinlichkeit (p) 0,05 - 0,1 kann höchstens von einem Trend
gesprochen werden. Bei Varianzinhomogenität kam ein Korrekturtest (bspw.
Welch-Korrektur) zur Anwendung. Lag keine Gauss-Verteilung vor, wurde ei-
ne nichtparametrischer Gruppenvergleichstest (bspw. Mann-Whitney-Test)
gewählt.
Zur Darstellung der Ergebnisse haben wir die Mittelwerte der Negativ-, bzw.
Positivkontrollen einem Wert von 100 % gleichgesetzt.
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5 Ergebnisse
5.1 LDH-Zytotoxizitätstest
Der LDH-Test als Maß für die Zellzerstörung wurde mit folgenden Ergeb-
nissen getrennt nach Zelllinien durchgeführt. Als Referenzwert für das Maß
der Zellzerstörung wurde hierbei, die durch das Zellgift Triton gemessene
LDH-Freisetzung einem Wert von 100 % gleichgesetzt.
MCF 7
Bei der Applikation des Biguanid-Derivats Metformin zeigte sich in beiden
Dosierungen 7,5 mg/ml (Mittelwert Zytotoxizität [%] Met I -30.88 ± 9.877
vs. M+Z 50.91 ± 3.191, p < 0, 0001 ungepaarter t-Test) bzw. 2,5 mg/ml
(Mittelwert Zytotoxizität [%] Met II -33.30 ± 10.02 vs. M+Z 50.91 ± 3.191,
p < 0, 0001 ungepaarter t-Test) ein signifikanter Unterschied im Vergleich
zu den unbehandelten Zellen. Der Unterschied war jedoch entgegen der Er-
wartungen derart ausgeprägt, dass sich bei den unbehandelten Zellen mehr
LDH-Freisetzung, sprich mehr Zellzerstörung zeigte, als bei den mit Metfor-
min behandelten Zellen. Dadurch ergab sich rechnerisch und graphisch ein
negatives Vorzeichen. Zwischen beiden Konzentrationen war aber kein signi-
fikanter Unterschied in der Wirkung festzustellen (Mittelwert Zytotoxizität
[%] Met I -30.88 ± 9.877 vs. Met II -33.30 ± 10.02, p = 0, 8643 ungepaarter
t-Test).
Die Gabe des nicht-kardioselektiven Betablockers Propranolol zeigte in der
hohen Dosierung (2,4 mg/ml) einen signifikanten Unterscheid in der LDH-
Freisetzung/Zellzerstörung (Mittelwert Zytotoxizität [%] Prop I -51.81 ±
11.86 vs. M+Z 50.91 ± 3.191, p < 0, 0001 ungepaarter t-Test), der jedoch
geringer ausgeprägt war, als bei den unbehandelten Zellen. In der niedrigeren
Dosierung (1,2 mg/ml) war der Unterschied ebenfalls signifikant (Mittelwert
Zytotoxizität [%] Prop II 4.934 ± 7.785 vs. M+Z 50.91 ± 3.191, p < 0, 0001
ungepaarter t-Test). Zwischen beiden Konzentrationen sahen wir signifikante
Unterschiede (Mittelwert Zytotoxizität [%] Prop I -51.81 ± 11.86 vs. Prop
II 4.934 ± 7.785 , p = 0, 0005 ungepaarter t-Test).
Bei der Behandlung der MCF 7 Zellen mit dem Cyclooxygenasehemmer ASS
war in beiden Konzentrationen ein signifikanter Unterschied zur Vergleichs-
probe festzustellen. Bei 1,0 mg/ml (Mittelwert Zytotoxizität [%] ASS I -30.05
± 7.843 vs. M+Z 50.91 ± 3.191, p < 0, 0001 ungepaarter t-Test) war der Zu-
sammenhang aber ebenso gegenläufig zu der Hypothese wie bei 0,5 mg/ml
(Mittelwert Zytotoxizität [%] ASS II -35.14 ± 8.584 vs. M+Z 50.91 ± 3.191,
p < 0, 0001 ungepaarter t-Test). Im Vergleich beider Konzentrationen kein
signifikanter Unterschied (Mittelwert Zytotoxizität [%] ASS I -30.05 ± 7.843
vs. ASS II -35.14 ± 8.584, p = 0, 6645 ungepaarter t-Test).
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Auch beim Östrogen Östradiol (2,71 mg/ml) war der Unterscheid zwar si-
gnifikant (Mittelwert Zytotoxizität [%] Estr -31.78 ± 8.844 vs. M+Z 50.91 ±
3.191, p < 0, 0001 ungepaarter t-Test), aber zeigte weniger Zellzerstörung.
Die als Kontrollsubstanzen verwendeten Stoffe Tamoxifen (Mittelwert Zy-
totoxizität [%] Tam 135.8 ± 21.50 vs. M+Z 50.91 ± 3.191, p = 0, 0013 un-
gepaarter t-Test) und Triton (Mittelwert [%] Trit 1,0 ± 0.0 vs. M+Z 50.91
± 3.191, p < 0, 0001 ungepaarter t-Test) zeigten eine siginifikant vermehrte
LDH-Freisetzung. Erstaunlicherweise war dieser Effekt beim Tamoxifen noch
stärker ausgeprägt, als bei der Kontrollsubstanz Triton; der Unterschied zwi-
schen Tamoxifen und Triton war aber nicht signifikant (Mittelwert [%] Tam
135.8 ± 21.50 vs. Trit 1,0 ± 0.0, p = 0, 1170 ungepaarter t-Test).
Abbildung 7: LDH Zytotoxizitätstest MCF 7, Mittelwert + SEM; Legen-
de: Alle Substrate und Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen. Metfor-
min (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicylsäure (ASS), Tamoxifen (Tam),
Östradiol (Est). Die mit * gekennzeichneten Proben wiesen signifikante Un-
terschiede (p < 0.05) im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (M+Z) auf;
bei ** stark signifikante Unterschiede (p < 0.01); bei *** hoch signifikante
Unterschiede (p < 0.001).
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BT 20
Nach Metformin Gabe zeigte sich in beiden Konzentrationen ein signifikan-
ter Unterschied in der LDH-Freisetzung im Vergleich zu den unbehandelten
Zellen (Median Zytotoxizität [%] Met I 16.05 vs. M+Z 51.38, p < 0, 0001
Mann Whitney Test, bzw. Met II 4.175 vs. M+Z 51.38, p < 0, 0001 Mann
Whitney Test). Zwischen beiden Konzentrationen keine signifikanten Unter-
schiede (Median Zytotoxizität [%] Met I 16.05 vs. Met II 4.175, p = 0,5686
Mann Whitney Test).
Bei Propranolol sahen wir in der hohen Dosierung (2,4 mg/ml) einen si-
gnifikanten Unterscheid in der LDH-Freisetzung (Mittelwert Zytotoxizität
[%] Prop I 3.083 ± 28.04 vs. M+Z 77.67 ± 12.35, p = 0, 0235 ungepaarter
t-Test). In der niedrigeren Dosierung (1,2 mg/ml) war der Unterschied nicht
signifikant (Mittelwert Zytotoxizität [%] Prop II 45.66 ± 19.83 vs. M+Z
77.67 ± 12.35, p = 0, 1822 ungepaarter t-Test). Die zytotoxische Wirkung
der niedrigen Konzentration war im Trend stärker ausgeprägt, als in der ho-
hen Dosierung (Mittelwert Zytotoxizität [%] Prop I 3.083 ± 28.04 vs. Prop
II 45.66 ± 19.83, p = 0, 225 ungepaarter t-Test).
ASS führt unabhängig von der Konzentration zu signifikanten Unterschieden
in der Zellzerstörung im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Mittelwert
Zytotoxizität [%] ASS I 6.934 ± 13.35 vs. M+Z 77.67 ± 12.35, p = 0, 0005
ungepaarter t-Test, bzw. ASS II 7.481 ± 10.81 vs. M+Z 77.67 ± 12.35,
p = 0, 0002 ungepaarter t-Test). Die Beziehung ist aber entgegengesetzt zur
Hypothese; ASS führt zu ingesamt zu weniger LDH-Freisetzung.
Erwartungsgemäß sah man bei der Positivkontrolle mit Tamoxifen eine si-
gnifikant vermehrte LDH-Freisetzung (Median Zytotoxizität [%] Tam 98.11
vs. M+Z 51.38, p = 0, 0447 Mann Whitney Test). Auch Triton führte zu die-
sem Effekt (Median Zytotoxizität [%] Trit 100 vs. M+Z 51.38, p = 0, 0040
Mann Whitney Test). Bei Behandlung mit dem Östrogen Östradiol war,
wie vorhergesagt, eine signifikant verringerte LDH-Freisetzung zu beobach-
ten (Mittelwert Zytotoxizität [%] Estr 18.56 ± 10.68 vs. M+Z 77.67 ± 12.35,
p = 0, 0235 ungepaarter t-Test).
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Abbildung 8: LDH Zytotoxizitätstest BT 20, Mittelwert + SEM; Legen-
de: Alle Substrate und Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen. Metfor-
min (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicylsäure (ASS), Tamoxifen (Tam),
Östradiol (Est). Die mit * gekennzeichneten Proben wiesen signifikante Un-
terschiede (p < 0.05) im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (M+Z) auf;
bei ** stark signifikante Unterschiede (p < 0.01); bei *** hoch signifikante
Unterschiede (p < 0.001).
MCF 10a
Bei Behandlung mit Metformin in beiden Konzentrationen signifikant ver-
minderte LDH-Freisetzungen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Me-
dian Zytotoxizität [%] Met I 5.072 vs. M+Z 24.81, p < 0, 0001MannWhitney
Test, bzw. Met II 4.549 vs. M+Z 24.81, p < 0, 0001 Mann Whitney Test).
Zwischen den Konzentrationen kein signifikanter Unterschied (Median Zyto-
toxizität [%] Met I 5.072 vs. Met II 4.549, p = 0,7441 Mann Whitney Test).
Bei Propranolol in der hohen Konzentration geringere LDH-Freisetzung im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Median Zytotoxizität [%] Prop I
8.368 vs. M+Z 24.81, p = 0, 0200 Mann Whitney Test). Die niedrigere Kon-
zentration brachte im Trend eine vermehrte LDH-Freisetzung (Median Zyto-
toxizität [%] Prop II 46.66 vs. M+Z 24.81, p = 0, 2047 Mann Whitney Test),
die jedoch nicht signifikant war.
39
Bei ASS in beiden Konzentrationen signifikante Unterschiede in der LDH-
Freisetzung (Median Zytotoxizität [%] ASS I 3.969 vs. M+Z 24.81, p <
0, 0001 Mann Whitney Test, bzw. ASS II 1.487 vs. M+Z 24.81, p < 0, 0001
Mann Whitney Test), jedoch geringer, als bei den unbehandelten Zellen und
ohne signifikanten Unterschied zwischen beiden Dosierungen.
Erwartungsgemäß sah man bei der Positivkontrolle mit Tamoxifen eine sigi-
nifikante Zytotoxizität (Median Zytotoxizität [%] Tam 105.4 vs. M+Z 24.81,
p < 0, 0001 Mann Whitney Test). Auch Triton zeigte diesen Effekt (Medi-
an Zytotoxizität [%] Trit 100 vs. M+Z 24.81, p < 0.0001 Mann Whitney
Test). Bei Behandlung mit der Negativkontrolle Östradiol war eine signifi-
kant verringerte LDH-Freisetzung zu beobachten (Median Zytotoxizität [%]
Estr 11.31 vs. M+Z 24.81, p = 0, 0070 Mann Whitney Test).
Abbildung 9: LDH Zytotoxizitätstest MCF 10a, Mittelwert + SEM; Legen-
de: Alle Substrate und Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen. Metfor-
min (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicylsäure (ASS), Tamoxifen (Tam),
Östradiol (Est). Die mit * gekennzeichneten Proben wiesen signifikante Un-
terschiede (p < 0.05) im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (M+Z) auf;
bei ** stark signifikante Unterschiede (p < 0.01); bei *** hoch signifikante
Unterschiede (p < 0.001).
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MCF 12a
Nach Metformin Applikation war in der hohen Konzentration eine signifi-
kant verschiedene LDH-Freisetzung im Vergleich zu den unbehandelten Zel-
len festzustellen (Median Zytotoxizität [%] Met I 15.58 vs. M + Z 31.70, p
= 0,0433 Mann Whitney Test). In der geringeren Konzentration keine signi-
fikante Veränderung (Mittelwert Zytotoxizität [%] Met II 35.08 ± 7.917 vs.
M+Z 56.67 ± 11.27 p = 0.0320 ungepaarter t-Test). In beiden Konzentra-
tionen war die Zytotoxizität jedoch unterhalb der unbehandelten Zellen.
Propranolol führte hochdosiert (Mittelwert Zytotoxizität [%] Prop I 50.16
± 16.26 vs. M+Z 56.67 ± 11.27 p = 0, 7442 ungepaarter t-Test) und niedrig-
dosiert (Mittelwert Zytotoxizität [%] Prop II 69.82 ± 14.22 vs. M+Z 56.67 ±
11.27 p = 0, 4731 ungepaarter t-Test) nicht zu signifikanten Zytotoxizitäten.
Zwischen beiden Konzentrationen gab es auch keine signifikanten Unterschie-
de (Mittelwert Zytotoxizität [%] Prop I 50.16 ± 16.26 vs. Prop II 69.82 ±
14.22 p = 0, 3684 ungepaarter t-Test).
Sowohl beim ASS 1,0 mg/ml (Median Zytotoxizität [%] ASS I 8.342 vs.
M + Z 31.70, p = 0, 0010 Mann Whitney Test), als auch bei ASS 0,5 mg/ml
(Median Zytotoxizität [%] ASS II 4.058 vs. M + Z 31.70, p < 0.0001 Mann
Whitney Test) war keine signifikante Zellzerstörung im Vergleich zu den un-
behandelten Zellen zu beobachten.
Die Positivkontrolle Tamoxifen zeigte bei MCF 12a keine signifikant ver-
mehrte Zellzerstörung (Mittelwert Zytotoxizität [%] Tam 57.88 ± 19.01 vs.
M+Z 56.67 ± 11.27 p = 0, 9569 ungepaarter t-Test). Triton erwartungs- und
definitionsgemäß 100 prozentige LDH-Freisetzung, welche gegenüber den un-
behandelten Zellen dieser Reihe auch signifikant war. (Median Zytotoxizität
[%] Trit 100 vs. M + Z 31.70, p = 0, 0014 Mann Whitney Test). Bei Östra-
diol signifikant verringerte LDH-Freisetzung (Median Zytotoxizität [%] Estr
5.236 vs. M + Z 31.70, p < 0.0001 Mann Whitney Test).
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Abbildung 10: LDH Zytotoxizitätstest MCF 12a, Mittelwert + SEM; Legen-
de: Alle Substrate und Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen. Metfor-
min (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicylsäure (ASS), Tamoxifen (Tam),
Östradiol (Est). Die mit * gekennzeichneten Proben wiesen signifikante Un-
terschiede (p < 0.05) im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (M+Z) auf;
bei ** stark signifikante Unterschiede (p < 0.01); bei *** hoch signifikante
Unterschiede (p < 0.001).
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Fazit aller genutzten Zelllinien
Das verdünnte Propranolol 1,2 mg/ml zeigte in allen Mammakarzinomzellli-
nien eine zytotoxische Wirkung (MCF 12a > MCF 10a > BT 20 > MCF 7),
die jedoch nur in der MCF7-Reihe signifikant war. Danach war in den Zellli-
nien aus MCF 7 das Metformin am wirkungsstärksten 2,5 mg/ml (MCF 12a
> MCF 10a > BT 20), bei 7,5 mg/ml (MCF 12a > BT 20 > MCF 10a). Die
schwächte zytotoxische Wirkung sahen wir bei ASS 1,0 mg/ml (MCF12a >
MCF 10a > BT 20), ASS 0,5 mg/ml (MCF 12a > MCF 10a > BT 20) und
Propranolol 2,4 mg/ml (MCF 12a > MCF 10a > BT 20).
Durch alle Zelllinien hinweg war bei der Positivkontrolle mit Tamoxifen
die ausgeprägteste zytotoxische Wirkung zu beobachten (MCF 7 > MCF
10a > BT 20 > MCF 12a).
Abbildung 11: LDH Zytotoxizitätstest Gesamtübersicht, Mittelwert + SEM;
Legende: Alle Substrate und Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen.
Metformin (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicylsäure (ASS), Tamoxifen
(Tam), Östradiol (Est). Die mit * gekennzeichneten Proben wiesen signi-
fikante Unterschiede (p < 0.05) im Vergleich zu den unbehandelten Zellen
(M+Z) auf.
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5.2 BrdU-Zellproliferationstest
Als Referenzwert galt hier das Wachstum der Zellen im Medium. Die in die-
sen Wells gemessene Absorption wurde einem Wert von 100 % gleichgesetzt.
Die ermittelten Werte stehen in Relation zu diesem Referenzwert.
MCF 7
NachMetformin Gabe zeigte sich in beiden Konzentrationen eine signifikante
Wachstumsreduktion, im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Mittelwert
Zellproliferation [%] Met I 84.78 ± 2.522 vs. M+Z 100 ± 0.0 p < 0.0001;
Met II 84.48 ± 3.330 vs. M+Z 100 ± 0.0 p = 0, 0002 ungepaarter t-Test).
Propranolol führte zu hoch-signifikanten Wachstumshemmungen (Mittelwert
Zellproliferation [%] Prop I 12.84 ± 0.9506 vs. M+Z 100 ± 0.0 p < 0.0001
ungepaarter t-Test) und dies unabhängig von der Konzentration (Mittelwert
Zellproliferation [%] Prop II 13.85 ± 1.196 vs. M+Z 100 ± 0.0 p < 0.0001
ungepaarter t-Test). Zwischen beiden Konzentrationen aber kein signifikan-
ter Unterschied (Mittelwert Zellproliferation [%] Prop I 12.84 ± 0.9506 vs.
Prop II 13.85 ± 1.196 p = 0, 5132 ungepaarter t-Test).
Auch unter ASS konnten geringe antiproliferative Effekte gemessen werden
(Mittelwert Zellproliferation [%] ASS I 78.55 ± 3.372 vs. M+Z 100 ± 0.0
p < 0.0001 ungepaarter t-Test bzw. ASS II 82.60 ± 2.964 vs. M+Z 100 ±
0.0 p < 0.0001 ungepaarter t-Test).
Die Positivkontrolle mit Tamoxifen zeigte erwartungsgemäß eine signifikante
Hemmung des Zellwachstums (Mittelwert Zellproliferation [%] Tam 9.628 ±
1.373 vs. M+Z 100 ± 0.0 p < 0.0001 ungepaarter t-Test). Bei der Negativ-
kontrolle Östradiol (2,71 mg/ml) erwarteterweise keine signifikante Wachs-
tumshemmung (Mittelwert Zellproliferation [%] Estr 92.13 ± 5.853 vs. M+Z
100 ± 0.0 p = 0, 1945 ungepaarter t-Test).
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Abbildung 12: BrdU Zellproliferationstest MCF 7, Mittelwert + SD; Legen-
de: Alle Substrate und Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen. Medium
+ Zellen (M+Z), Metformin (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicylsäu-
re (ASS), Tamoxifen (Tam), Östradiol (Est). Die mit *** gekennzeichneten
Proben wiesen hoch signifikante Unterschiede (p < 0.001) im Vergleich zu
den unbehandelten Zellen auf.
BT 20
BeiMetformin zeigte sich in beiden Konzentrationen eine signifikante Wachs-
tumsreduktion, im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Mittelwert Zell-
proliferation [%] Met I 32.72 ± 4.651 vs. M+Z 100 ± 0.0 p < 0.0001 un-
gepaarter t-Test und Met II 45.99 ± 5.600 vs. M+Z 100 ± 0.0 p < 0.0001
ungepaarter t-Test).
Propranolol führte ebenfalls zu signifikanten Wachstumshemmungen, sowohl
in der hohen (Mittelwert Zellproliferation [%] Prop I 15.19 ± 2.443 vs. M+Z
100 ± 0.0 p < 0.0001 ungepaarter t-Test), als auch in der niedrigen Dosie-
rung (Mittelwert Zellproliferation [%] Prop II 17.86 ± 1.927 vs. M+Z 100 ±
0.0 p < 0.0001 ungepaarter t-Test).
Auch unter ASS hoch signifikante Wachstumshemmungen (Mittelwert Zell-
proliferation [%] ASS I 49.75 ± 4.046 vs. M+Z 100 ± 0.0 p < 0.0001 un-
gepaarter t-Test bzw. ASS II 65.04 ± 4.205 vs. M+Z 100 ± 0.0 p < 0.0001
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ungepaarter t-Test). Dabei sahen wir in der höheren Konzentration eine signi-
fikant deutlichere Hemmung des Zellwachstums (Mittelwert Zellproliferation
[%] ASS I 49.75 ± 4.046 vs. ASS II 65.04 ± 4.205 p = 0, 0164 ungepaarter
t-Test).
Bei der Positivkontrolle mit Tamoxifen erwartungsgemäß deutliche Wachs-
tumsreduktion (Mittelwert Zellproliferation [%] Tam 12.93 ± 1.882 vs. M+Z
100 ± 0.0 p < 0.0001 ungepaarter t-Test), wohingegen bei der Negativ-
kontrolle (Östradiol 2,71 mg/ml) keine signifikante Wachstumshemmung zu
beobachten war (Mittelwert Zellproliferation [%] Estr 87.79 ± 7.085 vs. M+Z
100 ± 0.0 p = 0, 1155 ungepaarter t-Test).
Abbildung 13: BrdU Zellproliferationstest BT 20, Mittelwert + SD; Legende:
Alle Substrate und Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen. Medium
+ Zellen (M+Z), Metformin (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicylsäure
(ASS), Tamoxifen (Tam), Östradiol (Est). Die mit *** gekennzeichneten
Proben wiesen hoch signifikante Unterschiede (p < 0.001) im Vergleich zu
den unbehandelten Zellen auf.
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MCF 10a
Nach Gabe von Metformin (7,5 mg/ml) war eine signifikante Wachstumsre-
duktion, im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Mittelwert Zellprolife-
ration [%] Met I 34.02 ± 3.081 vs. M+Z 100 ± 0.0 p < 0.0001 ungepaarter
t-Test) festzustellen. Auch in der niedrigeren Konzentration war eine ver-
gleichsweise Wachstumshemmung zu sehen (Mittelwert Zellproliferation [%]
Met II 38.78 ± 4.478 vs. M+Z 100 ± 0.0 p < 0, 0001 ungepaarter t-Test). Im
Vergleich beider Konzentrationen aber kein signifikanter Unterschied (Mit-
telwert Zellproliferation [%] Met I 34.02 ± 3.081 vs. Met II 38.78 ± 4.478
p = 0, 39111 ungepaarter t-Test).
Bei Propranolol ebenfalls hoch-signifikante Wachstumshemmungen in bei-
den Dosierungen (Mittelwert Zellproliferation [%] Prop I 29.20 ± 5.788 vs.
M+Z 100 ± 0.0 p < 0.0001 ungepaarter t-Test bzw. Prop II 35.93 ± 7.639
vs. M+Z 100 ± 0.0 p < 0.0001 ungepaarter t-Test). Zwischen beiden Kon-
zentrationen war aber auch kein signifikanter Unterschied in der Wirkung zu
beobachten (Mittelwert Zellproliferation [%] Prop I 29.20 ± 5.788 vs. Prop
II 35.93 ± 7.639 p = 0, 4904 ungepaarter t-Test).
Auch bei ASS sahen wir signifikante antiproliferative Effekte (Mittelwert
Zellproliferation [%] ASS I 21.18 ± 1.887 vs. M+Z 100 ± 0.0 p < 0.0001 un-
gepaarter t-Test bzw. ASS II 56.19 ± 10.05 vs. M+Z 100 ± 0.0 p = 0, 0011
ungepaarter t-Test). Eine signifikant stärkere Wirkung trat beim höher do-
sierten ASS 1,0 mg/ml ein (Mittelwert Zellproliferation [%] ASS I 21.18 ±
1.887 vs. ASS II 56.19 ± 10.05 p = 0, 0052 ungepaarter t-Test).
Die Positivkontrolle mit Tamoxifen brachte hoch signifikanten Wachstumsre-
duktionen (Median Zellproliferation [%] Tam 3.938 vs. M+Z 100 p < 0.0001
Mann-Whitney-Test). Östradiol (2,71 mg/ml) zeigte ebenfalls eine geringe
Wachstumshemmung (Mittelwert [%] Estr 84.15 ± 4.855 vs. M+Z 100 ± 0.0
p = 0, 0075 ungepaarter t-Test).
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Abbildung 14: BrdU Zellproliferationstest MCF 10a, Mittelwert + SD; Le-
gende: Alle Substrate und Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen. Me-
dium + Zellen (M+Z), Metformin (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicyl-
säure (ASS), Tamoxifen (Tam), Östradiol (Est). Die mit * gekennzeichneten
Proben wiesen signifikante Unterschiede (p < 0.05) im Vergleich zu den un-
behandelten Zellen auf; bei ** stark signifikante Unterschiede (p < 0.01); bei
*** hoch signifikante Unterschiede (p < 0.001).
MCF 12a
Die Behandlung mit Metformin führte in der MCF 12a-Zelllinie zu einer
signifikanten Wachstumsreduktion (Mittelwert Zellproliferation [%] Met I
30.05 ± 3.718 vs. M+Z 100 ± 0.0 p < 0.0001 ungepaarter t-Test; Met II
40.38 ± 6.988 vs. M+Z 100 ± 0.0 p < 0.0001 ungepaarter t-Test). Im Ver-
gleich der eingesetzten Dosierungen aber keine signifikanten Unterschiede
(Mittelwert [%] Met I 30.05 ± 3.718 vs. Met II 40.38 ± 6.988 p = 0, 2094
ungepaarter t-Test).
Propranolol zeigte ebenfalls in beiden Dosierungen antiproliferative Effek-
te (Mittelwert Zellproliferation [%] Prop I 33.72 ± 5.165 vs. M+Z 100 ± 0.0
p < 0.0001 ungepaarter t-Test; Prop II 36.61 ± 6.073 vs. M+Z 100 ± 0.0
p < 0.0001 ungepaarter t-Test). Zwischen beiden Konzentrationen aber kein
signifikanter Unterschied (Mittelwert [%] Prop I 33.72 ± 5.165 vs. Prop II
36.61 ± 6.073 p = 0, 7204 ungepaarter t-Test).
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Auch unter ASS konnten signifikante Wachstumshemmungen gemessen wer-
den (Mittelwert Zellproliferation [%] ASS I 24.35 ± 2.545 vs. M+Z 100 ± 0.0
p < 0.0001 ungepaarter t-Test bzw. ASS II 44.83 ± 8.002 vs. M+Z 100 ± 0.0
p < 0.0001 ungepaarter t-Test). Zwischen beiden Konzentrationen von ASS
auch ein signifikanter Unterschied, mit einer grösseren Wachstumshemmung
bei der hohen Dosierung (Mittelwert [%] ASS I 24.35 ± 2.545 vs. ASS II
44.83 ± 8.002 p = 0, 0295 ungepaarter t-Test).
Bei der Positivkontrolle mit Tamoxifen hoch signifikante Wachstumshem-
mung (Mittelwert Zellproliferation [%] Tam 26.79 ± 5.131 vs. M+Z 100 ±
0.0 p < 0.0001 ungepaarter t-Test). Östradiol zeigte unerwarteterweise eben-
falls einen signifikante Hemmung im Proliferationsverhalten.
Abbildung 15: BrdU Zellproliferationstest MCF 12a, Mittelwert + SD; Le-
gende: Alle Substrate und Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen. Me-
dium + Zellen (M+Z), Metformin (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicyl-
säure (ASS), Tamoxifen (Tam), Östradiol (Est). Die mit * gekennzeichneten
Proben wiesen signifikante Unterschiede (p < 0.05) im Vergleich zu den un-
behandelten Zellen auf; bei ** stark signifikante Unterschiede (p < 0.01); bei
*** hoch signifikante Unterschiede (p < 0.001).
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Fazit aller genutzten Zelllinien
Den größten antiproliferativen Effekt hatte das Propranolol 2,4 mg/ml (MCF7
> BT 20 > MCF 10a > MCF 12a) und Propranolol 1,2 mg/ml (MCF 7 >
BT 20 >MCF 10a >MCF 12a). Weniger ausgeprägte Effekte durch Metfor-
min 7,5 mg/ml (MCF 12a > BT 20 > MCF 10a > MCF 7) und Metformin
2,5 mg/ml (MCF 10a > MCF 12a > BT 20 > MCF 7). Unter ASS die ge-
ringsten antiprolifertativen Effekte, ASS 1,0 mg/ml (MCF 10a > MCF 12a
> BT 20 > MCF 7), ASS 0,5 mg/ml (MCF 12a > MCF 10a > BT 20 >
MCF 7).
Abbildung 16: BrdU Zellproliferationstest Gesamtübersicht, Mittelwert +
SD; Legende: Alle Substrate und Kontrollsubstanzen mit Medium und Zel-
len. Medium + Zellen (M+Z), Metformin (Met), Propranolol (Prop), Ace-
tylsalicylsäure (ASS), Tamoxifen (Tam), Östradiol (Est). Die mit * gekenn-
zeichneten Proben wiesen signifikante Unterschiede (p < 0.05) im Vergleich
zu den unbehandelten Zellen auf.
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5.3 Immunhistochemie
Bei der immunhistochemischen Untersuchung wird das Farbverhalten der
Zellen nach Zugabe eines spezifischen farbstoffgekoppelten Antigen-Antikörper-
Komplexes analysiert. Ein Farbumschlag nach rot ist hier gleichbedeutend
mit dem Vorhandensein des entsprechenden Rezeptors, während eine feh-
lende Farbreaktion dagegen spricht. Bei der Negativkontrolle jeder Zelllinie
wurde kein primärer Antikörper hinzugegeben, sodass ein Farbumschlag auf-
grund der fehlenden Antigen-Antikörper-Reaktion ausbleiben müsste.
MCF 7 Zellen
Aus der Literatur [104, 107] ist bekannt, dass MCF7-Zellen die beiden Östro-
genrezeptoren ER-α und ER-β und einen Progesteronrezeptor besitzen. Zu-
dem exprimieren sie an ihrer Oberfläche denWachstumsfaktorrezeptor HER2
[139]. Im Versuch zeigte sich eine deutliche Rotfärbung in den ersten drei
Feldern (ER-α, ER-β, PR), was den Schluss nahelegt, dass alle diese Re-
zeptoren vorhanden sind. Das Vorhandensein anderer Rezeptoren (HER2,
EGFR) wurde nicht geprüft.
Abbildung 17: MCF 7 Zellen nach immunhistochemischer Reaktion, 10x Ver-
größerung; Erläuterungen: rote Farbreaktion, d.h. Exprimierung von ER-α,
ER-β und PR-Rezeptoren. Bei der Negativkontrolle keine rote Farbreaktion.
Exemplarisch wurden einzelne Zellen mit Pfeilen markiert.
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BT 20 Zellen
Bei der immunhistochemischen Behandlung der BT 20-Zellen zeigte sich kei-
ne Rotfärbung, was den Schluss nahelegt, dass BT 20-Zellen weder Östrogen-,
noch Progesteronrezeptoren exprimieren. Dies deckt sich mit den Befunden
aus der Literatur [139], wonach bei BT 20 keine Hormonrezeptoren (ER α,
ER-β und PR) gebildet werden.
Abbildung 18: BT 20 Zellen nach immunhistochemischer Reaktion, 10x Ver-
größerung; Erläuterungen: Keine rote Farbreaktion, also keine Exprimierung
von ER-α, ER-β und PR-Rezeptoren. Exemplarisch wurden einzelne Zellen
mit Pfeilen markiert.
MCF 10a Zellen
Bei MCF 10a zeigte sich ebenfalls keine Rotfärbung der Zellen. Folglich sind
keine ER-α /ER-β, PR-Rezeptoren nachweisbar. Auch dies steht in Über-
einstimmung mit der Literatur [139], wonach MCF 10a-Zellen an ihrer Ober-
fläche keine Hormonrezeptoren, aber den HER-2,- den EGFR-Rezeptor und
das Zytokeratin CK5/6 tragen.
Abbildung 19: MCF 10a Zellen nach immunhistochemischer Reaktion, 10x
Vergrößerung; Erläuterungen: Keine rote Farbreaktion, also keine Exprimie-
rung von ER-α, ER-β und PR-Rezeptoren. Exemplarisch wurden einzelne
Zellen mit Pfeilen markiert.
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MCF 12a Zellen
Die Zellen der MCF 12a-Zelllinie zeigen wieder einen deutlichen Farbum-
schlag in allen drei Feldern, mit fehlender Farbreaktion bei der Negativ-
kontrolle. Dies spricht für das Vorhandensein aller drei Rezeptoren (ER-α
/ER-β/PR). Dieser Befund deckt sich mit den Angaben aus der Literatur,
wonach MCF12a-Zellen Östrogenrezeptoren exprimieren [62].
Abbildung 20: MCF 12a Zellen in immunhistochemischer Reaktion, 20x Ver-
größerung; Erläuterungen: rote Farbreaktion d.h. Exprimierung von ER-α,
ER-β und PR-Rezeptoren. Bei der Negativkontrolle keine rote Farbreaktion.
Exemplarisch wurden einzelne Zellen mit Pfeilen markiert.
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5.4 Metabolismus der Zellen
5.4.1 pH-Wert
Da die Messungen des pH-Wertes je Ziellinie nur einmal durchgeführt wur-
den, erlauben die Ergebnisse keine allgemeingültige Aussage bzw. Prüfung
auf Signifikanz. Zu den Zelllinien im Einzelnen.
MCF 7 Zellen
Bei der MCF7-Reihe zeigte sich, dass fast alle untersuchten Proben einen
pH-Wert oberhalb des bei der Positivkontrolle (pH = 8.13) aufwiesen, was
für weniger Stoffwechselaktivität der Zellen nach Behandlung mit den Ex-
trakten sprechen könnte. Auffällig sind die besonders hohen (alkalischeren)
pH-Werte nach Behandlung mit Östradiol, dem SERM Tamoxifen, dem Zell-
gift Triton und den Betablocker Propranolol (2,4 mg/ml).
Abbildung 21: pH-Wert Messung bei MCF 7; Legende: Alle Substrate und
Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen. Medium + Zellen (M+Z),
Metformin (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicylsäure (ASS), Tamoxifen
(Tam), Östradiol (Est).
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BT 20 Zellen
In der BT 20-Zelllinie zeigte sich eine deutliche pH-Wert Erhöhung bei den
mit Propranolol (2,4 und 1,2 mg/dl), Tamoxifen und Östradiol behandelten
Zellen gegenüber der Positivkontrolle (pH = 8.21). Auffällig war hier der
deutlich niedrige pH-Wert, der mit ASS (1,0 mg) behandelten Zellen.
Abbildung 22: pH-Wert Messung bei BT 20; Legende: Alle Substrate und
Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen. Medium + Zellen (M+Z),
Metformin (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicylsäure (ASS), Tamoxifen
(Tam), Östradiol (Est).
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MCF 10a Zellen
Bei der MCF 10a lagen alle Werte oberhalb der Positivkontrolle (pH = 7.77).
Die Werte für Propranolol (2,4 und 1,2 mg/dl), Tamoxifen und Triton zeig-
ten sich stärker erhöht, was für eine reduzierte Stoffwechelaktivität sprechen
könnte. Besonders auffällig ist hier die Tatsache, dass die gemessenen pH-
Werte nach Gabe von ASS besonders niedrig (saurer) waren. Dies könnte
seine Ursache darin haben, dass ASS eine Säure mit einen niedrigen pH-
Wert (pH = 6) ist.
Abbildung 23: pH-Wert Messung bei MCF 10a; Legende: Alle Substrate
und Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen. Medium + Zellen (M+Z),
Metformin (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicylsäure (ASS), Tamoxifen
(Tam), Östradiol (Est).
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MCF 12a Zellen
Auch hier lagen die gemessenen Werte größtenteils über der Positivkontrol-
le (pH = 7.84), mit stärkeren Erhöhungen beim Propranolol (2,4 und 1,2
mg/dl), Tamoxifen und Östradiol. Nach Gabe von ASS wurden hier eben-
falls niedrigere pH-Werte gemessen.
Abbildung 24: pH-Wert Messung bei MCF 12a; Legende: Alle Substrate
und Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen. Medium + Zellen (M+Z),
Metformin (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicylsäure (ASS), Tamoxifen
(Tam), Östradiol (Est).
Fazit aller genutzten Zelllinien
Bei den Mammakarzinomzelllinien MCF 10a und MCF 12a lagen die pH-
Werte auf einem niedrigeren Niveau, als bei den Linien MCF 7 und BT 20.
Dies könnte den Schluss zulassen, dass die Stoffwechselaktivität in diesen
beiden Zelllinien (MCF10a und MCF12a) trotz medikamentöser Behand-
lung weiterhin hoch ist und MCF 7 und BT 20 ein besseres Ansprechen
auf die Substrate zeigen. Aufgrund der geringen Datenlage ist eine derartige
allgemeingültig Aussage aber nicht möglich.
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5.4.2 Glukose
Die Messung des Glukoseverbrauchs diente in erster Linie der Vitalitätsprü-
fung und wurde in der vorliegenden Studie exemplarisch an einer rezeptor-
positiven (MCF 7) und an einer rezeptornegativen Mammakarzinomzelllinie
(BT 20) durchgeführt. Da jeweils auch nur eine Versuchsreihe je Zelllinie
durchgeführt wurde, lassen sich die hier gefundenen Ergebnisse nicht auf
ihre Signifikanz überprüfen.
MCF7 Zellen
Im Ergebnis der Glukosekonzentrationsbestimmung zeigte sich, dass es nach
Gabe fast aller Substrate zu einem Glukoseverbrauch im Vergleich zum Re-
ferenzwert (Glukose = 30.77 mmol/l) kam. Die Zellen, die mit den Zell-
gift Triton und dem SERM Tamoxifen behandelt wurden, zeigten nach 24-
stündiger Inkubation vergleichsweise höhere Glukosekonzentrationen, was
für eine, durch beide Mittel auch zu erwartende, Zellzerstörung spricht.
Abbildung 25: Glukosekonzentration MCF 7; Legende: Alle Substrate und
Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen. Medium + Zellen (M+Z),
Metformin (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicylsäure (ASS), Tamoxifen
(Tam), Östradiol (Est).
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BT 20 Zellen
Bei der Messung der extrazellulären Glukosekonzentration in der rezeptor-
negativen Zelllinie BT 20 zeigte sich ein fast durchgängiger Abfall der Glu-
kosekonzentration im Vergleich zum Referenzwert (Glukose = 13.32 mmol/l)
auf Werte bis zu 11.66 mmol/l bei Östradiol bzw. 11.17 mmol/l bei Wasser-
zugabe (fraglicher Verdünnungseffekt). Bei Zugabe einiger Substanzen war
kein Glukoseverbrauch festzustellen, wie z.B. bei Triton (Glukose = 14.01
mmol/l), Metformin 2,5 mg (Glukose = 14.03 mmol/l) und Propranolol 1,2
mg (Glukose = 14.00 mmol/l). Dies konnte dafür sprechen, dass diese Stoffe
imstande waren, den Stoffwechsel der Zellen zu unterbinden, oder sie sogar
zum Absterben zu bringen.
Abbildung 26: Glukosekonzentration BT 20; Legende: Alle Substrate und
Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen. Medium + Zellen (M+Z),
Metformin (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicylsäure (ASS), Tamoxifen
(Tam), Östradiol (Est).
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Fazit der genutzten Zelllinien
Beim Vergleich der Glukosekonzentrationen zeigte sich, dass bei BT 20 durch-
weg niedrigere Glukosewerte (Glukose ø12.86 mmol/l) ermittelt wurden, als
bei MCF 7 (Glukose ø29.64 mmol/l), was ein Indiz dafür sein könnte, dass
die rezeptornegativen BT 20 Zellen stoffwechselaktiver sind, als die rezeptor-
positiven MCF 7-Zellen.
Abbildung 27: Glukosekonzentration, Vergleich MCF 7 und BT 20; Legende:
Alle Substrate und Kontrollsubstanzen mit Medium und Zellen. Medium
+ Zellen (M+Z), Metformin (Met), Propranolol (Prop), Acetylsalicylsäure
(ASS), Tamoxifen (Tam), Östradiol (Est).
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6 Diskussion
Das Mammakarzinom gehört zu den am besten untersuchten Tumorarten
überhaupt. Dennoch ist aktuell noch wenig über den Einfluss von Glukose,
Katecholaminen und Entzündungsmediatoren auf die Entwicklung der Er-
krankung bekannt. Daher existieren auch nur wenige Studien, die sich mit
der Wirkung von Medikamenten zur Regulierung des Glukose-, Stress-, bzw.
Entzündungsmetabolismus auf das Brustkrebswachstum befassen.
In der vorgelegten experimentellen Studie wurden die zytotoxischen und
antiproliferativen Effekte der Reinsubstanzen Metformin, Propranolol und
ASS in-vitro auf die Mammakarzinomzelllinien MCF 7, BT 20, MCF 10a
und MCF 12a untersucht.
6.1 Diskussion der Hauptergebnisse
Auf der Grundlage dieser Untersuchungen können folgende Aussagen getrof-
fen werden:
Metformin führt in-vitro zu einer deutlichen Hemmung des
Tumorwachstums, hat jedoch keine toxische Wirkung
Die Prävalenz der Diabetes-Erkrankung ist weltweit dramatisch zunehmend
[158]. Bei Diabetikern ist das relative Risiko, an Brustkrebs zu erkranken,
um 10 % - 20 % höher als bei Nicht-Diabetikern. Zudem haben Diabetiker,
die an Brustkrebs erkrankt sind, eine schlechtere Prognose, da sie häufiger
aggressivere und grössere Tumorformen entwickeln [159].
Zur Behandlung des Diabetes kommt weltweit mit am häufigsten das orale
Antidiabetikum Metformin zum Einsatz [21, 91]. Metformin scheint neben
seiner antidiabetogenen Wirkung bei einer Vielzahl von Krebserkrankungen
einen protektiven Effekt zu haben [4, 56]. So treten bei Metformin - Anwen-
dern weniger Krebserkrankungen auf und die mittlere Zeit bis zur Krebsdia-
gnose ist deutlich verlängert [31, 34, 64, 102]. Beim Mammakarzinom zeigten
sich ähnliche Effekte [44], insbesondere dann, wenn Metformin lange einge-
nommen wurde [49].
Nach Applikation von Metformin war in allen Zellreihen, unabhängig vom
Hormonrezeptorstatus, ein deutlicher wachstumshemmender Effekt (15 %
bis 70 %) feststellbar.
In unserer [140] und in anderen Arbeitsgruppen [3, 164] konnte die anti-
tumoröse Wirkung bereits an einigen Mammakarzinomzelllinien in-vitro ge-
zeigt werden. Sie beruht auf der Aktivierung einer AMPK [106], wodurch das
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Wachstum von Brustkrebszellen durch Hemmung der Initiation der Transla-
tion [96] gestoppt wird. Neuere an BT-20 Zellen durchgeführte Studien legen
die Vermutung nahe, dass die antidiabetische und antitumoröse Wirkung von
Metformin über einen kationen-selektiven Transporter vermittelt wird [37].
Darüber hinaus induziert Metformin in-vitro einen Zellzyklus-Arrest und
verhindert die Koloniebildung von Brustkrebszellen [3].
Diese hormonrezeptorunabhängige Wirkung von Metformin auf das Zell-
wachstum würde eine breite therapeutische Anwendung in der Onkologie
bei Tumorpatienten mit Diabetes erlauben. Daher wären neben dieser in-
vitro Studie klinische Untersuchungen wünschenswert, die diese Effekte am
Patienten untersuchten. Seit 2011 werden im Rahmen einer internationa-
len, multizentrischen, randomisierten, doppelblinden, Placebo-kontrollierten,
Phase III Studie an Brustkrebs erkrankte Frauen mit Metformin 850 mg p.o.
über 5 Jahre (versus Placebo) behandelt (A Phase III Randomized Trial of
Metformin versus Placebo on Recurrence and Survival in Early Stage Breast
Cancer, Protokoll Nummer IBCSG 40-11 / MA.32). Primärer Endpunkt ist
das krankheitsfreie Überleben; sekundäre Endpunkte sind das Gesamtüberle-
ben, das rückfallfreie Überleben und das brustkrebsfreie Intervall [46]. Zum
Zeitpunkt der Veröffentlichung dieser Arbeit waren noch keine Ergebnisse
verfügbar.
Die große Bandbreite von 15 % bis 70 % Wachstumshemmung zwischen den
Zelllinien und den unterschiedlichen Konzentrationen bleibt unklar, könn-
te jedoch in der Methodik begründet sein. So hat die Arbeitsgruppe von
Alimova [3] ganz andere Testverfahren eingesetzt (MTS Zellproliferations-
Messung, Messung der Tyrosinkinase-Aktivität, Histon - assoziierte DNA-
Fragment-Messung, Klonogen-Tests) und konnte so das Wachstumsverhalten
auf zellulärer und genomischer Ebene beurteilen, wohingegen wir nur eindi-
mensional den Einbau einer genomischen Base untersucht haben. Zudem hat
Alimova das Metformin in mehr Konzentrationen (4 statt 2) getestet, als in
der vorliegenden Arbeit.
Es sind in der Folge weitere Studien nötig, um die beste Metformin-Dosierung
für einen klinischen Gebrauch in der Onkologie zu definieren.
Eine signifikante zytotoxische Wirkung des Metformins war in unserer Stu-
die nicht feststellbar. Die LDH-Freisetzung unter Metformin-Behandlung lag
teilweise sogar unter den Aktivitätswerten der unbehandelten Zellen. Be-
züglich der zytotoxischen Wirkung von Metformin ist die Studienlage nicht
eindeutig. Während Alimova [3] durch Messung der DNA-Fragmentierung
und PARP-Spaltung keine zellzerstörende Wirkung für Metformin nachwei-
sen konnte, hat Szewczyk mittels BrdU-Test einen dosisabhängigen Effekt
von Metfomin auf die Zellzerstörung zeigen können (3 % bis 38 % bei BT 20
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und 4 % bis 17 % bei MCF 7) [140]. Bei Zhuang zeigten sich zwar bei MCF7
nicht aber bei MCF10a eine zytotoxische Wirkung durch das Metformin
[164]. Vermutlich induziert Metformin in den hier getesteten Dosierungen
keine Apoptose. Ob Metformin imstande ist, aktiv Brustkrebszellen zu zer-
stören, könnte in der Folge weiter untersucht werden.
Ferner wären Studien wünschenswert, die sich mit der Wirkung anderer
Antidiabetika auf das Brustkrebswachstum befassen. Die Vermutung liegt
nahe, dass die antitumoröse Wirkung nicht an eine Metforminbehandlung
des Diabetes gebunden ist, sondern auch bei der Langzeitgabe von Insulin
[48] oder anderen oralen Antidiabetika [146] beobachtet wird und die Thera-
pie der Dysbalance im Glukosestoffwechsel ein erfolgversprechender Ansatz
zu sein scheint. Vor dem Hintergrund der zunehmenden Individualisierung in
der Medizin bzw. der medikamentösen Therapie wird man in der Zukunft in
der Lage sein, eine auf die Bedürfnisse des Diabetespatienten zugeschnittene
und unter Berücksichtigung des Nebenwirkungsprofils optimale supportive
Therapie des Brustkrebs zu installieren.
Propranolol zeigt in-vitro den stärksten wachstumshemmen-
den Effekt, aber nur in der MCF 7-Zelllinie eine toxische Wir-
kung
Existierende in-vitro Studien haben gezeigt, dass neuroendrokrine bzw. ad-
renerge Signalwege bei der Tumorentstehung, dem Tumorwachstum, der An-
giogenese, der Expression von chemotaktischen Zytokinen, der Expression
von Metalloproteasen und der Invasion in extrazelluläre Gewebe beteiligt
sind [25, 134]. Shi [133] konnte in einer anderen in-vitro-Studie u.a. an MCF7
Zellen zeigen, dass die Expression des HER2-Rezeptors, der für die Brust-
krebserkrankung einen wichtigen Pathogenitätsfaktor darstellt, eng an die
Stimulation und Expression von Betarezeptoren gekoppelt ist.
Tumorzellen im allgemeinen und Brustkrebszellen im speziellen exprimieren
β-adrenerge Rezeptoren [120, 150], an denen Katcholamine das Wachstum
von Tumorzellen fördern können. Unselektive Betablocker wie Propranolol
blockieren alle β-Katecholaminrezeptoren [91, 120, 134] und können dadurch
das Tumorwachstum aufhalten [151]. Propranolol wirkt zudem als Angioge-
nesehemmer [142] antiproliferativ.
Mit der vorliegenden Studie konnten wir demonstrieren, dass Propranolol
einen starken antiproliferativen Effekt (63 % - 87 %) auf alle vier Mamm-
akarzinomzelllinien hat. Dies konnte erstmalig auch für MCF 10a-, (64 % -
70 %) und 12a (63 % - 66 %) gezeigt werden. In Gegensatz zur ausgeprägten
wachstumshemmenden Wirkung von Propranolol in allen Zelllinien (Tabelle
11) zeigte sich ein zytotoxischer Effekt nur bei MCF 7 (Tabelle 6).
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Der hier festgestellte antiproliferative Wirkung steht im Einklang mit den
Ergebnissen anderer Forschungsarbeiten, wonach Betablocker im Allgemei-
nen [59, 90, 129] und Propranolol im Speziellen [88, 140] das Wachstum von
Brustkrebszellen hemmen können. Cakir et. al. [38] konnten beispielsweise
zeigen, dass humane Brustkrebszellen weniger DNA synthetisieren, wenn sie
mit Betablockern behandelt wurden. Die Arbeitsgruppe von Iseri [88] erzielte
bei Behandlung von Brustkrebszellen (MCF 7) und anderen Tumorentitäten
(Darm-, und Lebertumoren) mit Propranolol ebenfalls signifikante Wachs-
tumshemmungen.
Katecholamine bewahren Krebszellen vor dem programmierten Zelltod (Apop-
tose). Dies wird über eine G-Protein-gekoppelte Signalkaskade via cAMP-
abhängiger Phosphorylierung und Inaktivierung von pro-apoptotischen Pro-
teinen [129] und über andere Stoffwechselwege [12] vermittelt. Desweiteren
induzieren Katecholamine den vermehrten Einbau von Nukleosiden in die
DNA. Betablocker wie Propranolol blockieren die β-Katecholaminrezeptoren
[91, 120, 134], führen dadurch zu weniger DNA-Synthese [38] in der Tumor-
zelle und können die Apoptose einleiten.
Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Rolle von Neurotransmit-
tern bei der Entstehung und Unterhaltung der Brustkreberkrankung zu erfor-
schen und um den Einsatz von Betablockern in der Therapie zu rechtfertigen.
Warum der erwartete zytotoxische Effekt des Propranolols nur bei MCF7
und nicht bei den übrigen Zelllinien feststellbar war, bleibt unklar. Szewc-
zyk [140] konnte eine deutliche Zellzerstörung bei MCF 7 (43 % - 89 %) und
BT20 (45 % - 95 %) messen. Inwiefern Propranolol auch zytotoxische Effekte
hat, bedarf daher weiterer Klärung. Interessanterweise war der zytotoxische
Effekt in der Dosierung von 1,2 mg/ml (Prop II) stärker ausgeprägt als in
der höheren Dosierung 2,4 mg/ml (Prop I). Die Ursache dieser paradoxen
Dosis-Wirkungs-Beziehung beim Propranolol, die auch bei Szewczyk [140]
zu beobachten war, bleibt ebenso unklar. Aus bereits existierenden Studi-
en ist bekannt, dass die Stimulation eines Rezeptors durch einen Liganden
verschiedene, teilweise sogar entgegengesetzte intrazelluläre Effekte auslösen
kann [93, 149]. Möglicherweise liegt dem aber auch eine Sättigungskinetik
oder eine Downregulation der Rezeptoren zugrunde, was in der Folge genau-
er untersucht werden sollte.
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ASS hatte in-vitro eine antiproliferative Wirkung, aber nur
geringe toxische Effekte auf die getesteten Brustkrebszellen
Seit mehreren Jahren weiß man, dass die Tumorentstehung stark mit chroni-
schen Entzündungsreaktionen assoziiert ist [22]. Tumorzellen im Allgemeinen
und Brustkrebszellen im Speziellen produzieren über einen Cyclooxygenase-
abhängigen Stoffwechselweg Prostaglandine [28], die protumorös wirken [85].
Cyclooxygenasehemmern, wie beispielsweise ASS, werden antiproliferative
Effekte bei vielen Tumorentitäten [136, 144], vor allem bei kolorektalen
Neoplasien [69, 101] und beim Lungenkarzinom [103], zugeschrieben. Die
Studienlage ist jedoch nicht eindeutig [108]. Bei gynäkologischen Tumoren
ist die Assoziation zwischen der ASS-Einnahme und Erkrankungshäufigkeit
eher schwach [20]. Speziell beim Brustkrebs ist die Studienlage widersprüch-
lich [110, 115]. Nach einer neueren Studie von Wood [161] soll langer ASS-
Gebrauch zu geringeren Dichtewerten in der Mammographie führen, was
einem antitumorösem Effekt entspräche.
In unserer Untersuchung zeigten sich antiproliferative Effekte nach Behand-
lung mit ASS. Der wachstumshemmende Effekt von ASS war nur gering aus-
geprägt bei MCF7 -, (18 % - 22 %) und BT 20 (15 % - 16 %). Bei MCF10a
(54 % - 79 %) und 12a (56 % - 76 %) war er jedoch deutlich messbar.
Die wachstumshemmende Wirkung von ASS beruht auf einer Blockade der
Inflammationsreaktion durch Down-Regulation der Cyclooxygenase [80]. Eben-
falls wird vermutet, dass die Cyclooxygenase- und die Aromatase-Aktivität
derart miteinander verknüpft sind, dass eine Hemmung der COX-Aktivität
das Wachstum von Mammakarzinomzellen über den Aromatase-weg hemmt
[85]. Cheng konnte zeigen, dass ASS auf MCF7-Zellen sowohl direkt antipro-
liferativ wirkt, indem es zu einem Zellzyklusarrets führt und imstande ist die
Tamoxifen-Sensitivität von MCF7-Zellen zu erhöhen [43].
Zytotoxische Effekte ließen sich in unserer Untersuchung nicht bzw. nur sehr
schwach ausgeprägt feststellen (0 % - 9 %). Dies war so nicht erwartet wor-
den, da ASS imstande sein soll, den programmierten Zeltet zu induzieren
[111].
Die hier erhobenen Daten unterstützen die Hypothese, dass Aspirin einen
Einfluss auf das Proliferationsverhalten von Tumorzellen hat und in gerin-
gem Umfang imstande ist, Brustkrebszellen am Wachstum zu hindern. Emp-
fehlungen zum prophylaktischen oder gar therapeutischen Einsatz lassen sich
jedoch hieraus nicht ableiten. Zur Bestätigung der hier gefundenen Ergeb-
nisse sollten sich weitere Untersuchungen anschliessen, die insbesondere die
zytotoxische Aktivität von ASS untersuchen sollten.
65
Die Konzentration zeigte keinen eindeutigen Einfluss auf Zell-
zerstörung und Proliferationsverhalten der Brustkrebszellen
Sowohl im LDH-Zytotoxizitätstest als auch im BrdU-Zellproliferationstest
waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den getesteten Dosierungen
feststellbar. Studien, wie beispielsweise von Alimova [3], haben dosisabhän-
gige Wirkungsunterschiede auf Zellzerstörung und Zellwachstum für Metfor-
min gezeigt. Dies konnte hier nicht nachvollzogen werden. Einzig bei Aspirin
war in drei Zelllinien (BT 20, MCF 10a und MCF 12a) ein geringer dosisab-
hängiger Effekt, zugunsten der höheren Dosierung auf das Tumorwachstum
feststellbar.
Warum zwischen den hier eingesetzten Dosierungen keine signifikanten Un-
terschiede messbar waren, könnte in der vergleichsweise geringen Sensitivität
der eingesetzten kolorimetrischen Tests begründet sein. Hier könnten in der
Folge weitere Tests mit einer größeren Anzahl unterschiedlicher Konzentra-
tionen, Aufschluss über die Dosisabhängikeit bringen.
Die Wirkung der Medikamente war unabhängig vom Hormon-
rezeptorstatus
Bei der Messung der zytotoxischen (LDH) und antiproliferativen (BrdU) Ak-
tivität zeigten sich keine eindeutigen Wirkungsunterschiede zugunsten einer
rezeptorpositiven oder rezeptornegativen Zelllinie. Auch im Stoffwechselak-
tivitätstest durch pH-Messung zeigte je eine rezeptorposititve (MCF 7) und
eine rezeptornegative (BT 20) Reihe eine gutes Ansprechen, während auch
eine rezeptorposititve (MCF12a) und eine rezeptornegative (MCF 10a) Reihe
bei den Zellen mit geringerem Ansprechen auf die medikamentöse Behand-
lung vertreten war.
Alimova konnte zeigen, dass sich die antiproliferative Wirkung von Met-
formin sowohl in rezeptornegativen als auch rezeptorpositiven Reihen zeigt
[3]. Dies legt die Vermutung nahe, dass die antitumoröse Wirkung der ge-
testeten Medikamente unabhängig von der Hormonrezeptorausstattung der
Zellen ist und die Medikamente Metformin, Propranolol und ASS bei allen
Brustkrebszellarten gleichsam wirksam sein könnten. Dies war so erwartet
worden, da die antiproliferative Wirkung von Metformin, Propranolol und
ASS über andere Stoffwechselwege und nicht über die Hormonrezeptoren
(ER/PR) vermittelt wird. Für Metformin bspw. wurde in der Literatur be-
schrieben, dass es auch gut bei Triple-negativen Zellen wirkt. [26]. Hier wären
ebenfalls Folgestudien wünschenswert, die den Einfluss der Hormonrezeptor-
Expression genauer untersuchen.
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6.2 Diskussion der Methoden
In der vorliegenden experimentellen Arbeit wurden vier Mammakarzinom-
zelllininen (MCF 7, BT 20, MCF 10a, MCF 12a) untersucht, die sich so-
wohl morphologisch und genetisch, als auch onkophysiologisch voneinander
unterscheiden. Sie wurden mit drei verschiedenen Substanzen (Metformin,
Propranolol, ASS) in jeweils zwei Konzentrationen behandelt. Zur Untersu-
chung des Einflusses dieser Medikamente auf die Brustkrebszellen kamen
Testverfahren zur Messung der Zellaktivität, Vitalität und Toxizität zur
Anwendung (LDH - Zytotoxizitätstest, BrdU - Proliferationstest, pH-Wert-
Messung, Glukose-Messung). Die Proliferations-, und Zytotxizitätstests wur-
den mindestens viermal je Zelllinie und Testsubstanz wiederholt.
Bei der Auswahl der untersuchten Zellen wurde darauf geachtet, dass sowohl
hormonrezeptorpositive (MCF 7 und MCF 12a) als auch hormorenzeptorne-
gative Zelllinien (BT20 und MCF 10a), maligne (MCF 7 und BT 20) als auch
benigne Zellen (MCF 10a und MCF 12a) analysiert wurden. Die Wirkung der
Reinsubstanzen wurde jeweils in zwei verschiedenen Konzentrationen unter-
sucht, um dosisabhängige Effekte zu identifizieren. Zudem kamen Kontroll-,
bzw. Referenzsubstanzen zum Einsatz, um die gemessenen Effekte relativie-
ren zu können. Durch mehrfache Wiederholungen wurden zufällige Effekte
entdeckt und eliminiert. Die eingesetzten Testverfahren sind anerkannt, stan-
dartdsiert und erlauben daher eine Vergleichbarkeit mit anderen Studien.
Die vorliegende Studie weist jedoch auch einige Limitationen auf. So wurden
die Substanzen nur einzeln und nicht in Kombination untersucht, sodass hier
keine Aussagen zu Wechselwirkungen oder möglichen synergistischen Effek-
ten gemacht werden können. Die untersuchten Substanzen wurden auch nicht
in einer Verdünnungsreihe, sondern lediglich in jeweils zwei Dosierungen
verabreicht, sodass hier nur eingeschränkte Aussagen zur Dosis-Wirkungs-
Beziehung möglich sind. Bei den eingesetzten Testverfahren handelt es sich
um kolorimetrische Tests, mithin indirekte Messmethoden, deren Sensitivität
eingeschränkt ist. Aktuell finden auch Fluoreszenz- und Lumineszenz-Assays
Anwendung, die genauere Aussagen ermöglichen.
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7 Ausblick
Mit der vorgelegten Arbeit haben wir die Wirkung der verwendeten Medi-
kamente einzeln untersucht. Daher wären Folgestudien interessant, die eine
Kombination zweier oder mehrerer Medikamente hinsichtlich ihrer Wirkung
auf das Brustkrebswachstum untersuchen. Dies würde den Lebenswirklich-
keiten eher gerecht werden, da die hier untersuchten Medikamente häufig zu-
sammen verordnet beziehungsweise eingenommen werden. Auf diese Weise
ließe sich herausfinden, ob sich die hier einzeln festgestellten antineoplasti-
sche Effekte kumulieren oder vielleicht sogar boostern.
Zum Zeitpunkt der Vorlage dieser Arbeit konnten bereits einige Studien re-
cherchiert werden, die die Kombination aus einem Betablocker, Aspirin und
Metformin [141] und die Kombination von Metformin und Propranolol [123]
auf das Wachstum von Krebszellen zum Gegenstand hatten. Im Ergebnis
dieser Untersuchungen hatten diese Wirkstoffklassen synergistische Effekte.
Hier könnte in der Folge auch eine Dosisreduktion der Medikamente in den
subtherapeutischen Bereich zur prophylaktischen und nebenwirkungsärme-
ren Anwendung untersucht werden.
Vor demselben Hintergrund wären auch Kombinationsuntersuchungen der
o.a. Medikamente mit den gängigen Chemotherapeutika, die bei der Behand-
lung des Mammakarzinoms eingesetzt werden, oder anderen Medikamenten
interessant. Bei gleichzeitiger Gabe von Metformin beispielsweise konnte die
erforderliche Dosierung von einigen gängigen Chemotherapeutika gesenkt
werden [87]. Cheng konnte zeigen, dass ASS imstande ist die Tamoxifen-
Sensitivität von MCF7-Zellen zu erhöhen [43]. Auch andere Stoffklassen, wie
beispielsweise Statine, scheinen therapeutische Effekte bei Brustkrebs zu ha-
ben [32], sodass viele Kombinationsuntersuchungen denkbar sind.
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Thesen zur Promotionsschrift
Thema: Therapeutische Wirkung des Antidiabetikums Metformin, des Be-
tablockers Propranolol und des Cyclooxygenasehemmers Acetylsalicylsäure
auf das Wachstum von Mammakarzinomcellen - eine in-vitro Studie -
vorgelegt von Silvio Munk aus Leipzig
• Tumoren der Brust gehören zu den am häufigsten diagnostizierten Tu-
morerkrankungen überhaupt und sind durch eine steigende Inzidenz,
bei insgesamt aber abnehmender Sterblichkeit gekennzeichnet.
• Der Metabolismus von Krebszellen ist verändert. Sie nehmen jedoch
auch am Kohlenhydratstoffwechsel teil und haben teilweise einen er-
höhten Kohlenhydratumsatz.
• Metformin führte in-vitro zu einer deutlichen Hemmung des Tumor-
wachstums, hat jedoch in den getesteten Dosierungen keine signifikante
toxische Wirkung.
• Brustkrebszellen exprimieren Katecholaminrezeptoren, über die sich
das Brustkrebswachstum beeinflussen lässt. Katechoamine unterhal-
ten das Wachstum von Tumoren, indem sie Krebszellen u.a. vor einem
programmierten Zelltod (Apoptose) bewahren und den Einbau von Nu-
kleosiden in die DNA von Tumorzellen fördern.
• Propranolol hat in-vitro einen starken wachstumshemmenden Effekt
auf Mammakarzinomzellen, aber nur in wenigen Zelllinien eine signifi-
kante toxische Wirkung.
• Die Tumorentstehung ist häufig mit chronischen Entzündungsreaktio-
nen assoziiert. Daher beruht die antitumoröse Wirkung von Cyclooxy-
genasehemmern wie ASS auf einer Blockade der Inflammationsreakti-
on.
• ASS hat in-vitro eine antiproliferative Wirkung, aber nur geringe toxi-
sche Effekte auf die getesteten Brustkrebszellen.
• Viele Mammakarzinomzellen exprimieren Rezeptoren für Hormone (ER,
PR) und Wachstumsfaktoren (EGFR, HER 2) und sind aufgrund ihrer
Rezeptorausstattung u.a. hormonsensibel.
• Die Wirkung der hier untersuchten Medikamente ist unabhängig vom
Hormonrezeptorstatus, was einen breiteren therapeutischen Einsatz
von Metformin, Propranolol und ASS unabhängig von der Hormon-
rezeptorausstattung denkbar macht.
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• Tamoxifen führt in-vitro zu signifikant mehr Zellzerstörung, weniger
Wachstum und geringerer Stoffwechselaktivität von Brustkrebszellen.
Diese Effekte zeigten sich auch in den rezeptornegativen Zelllinien.
• Die Konzentration der getesteten Substanzen zeigte keinen eindeutigen
Einfluss auf Zellzerstörung und Proliferationsverhalten der Brustkrebs-
zellen, was weiterer Überprüfungen bedarf, um die bestmögliche und
nebenwirkungsärmste Medikamentendosierung zu ermitteln.
• Die hier eingesetzten Medikamente haben bei gemeinsamer Applikation
synergistische Effekte. Deshalb wären Folgestudien interessant, welche
die Kombination mit anderen Medikamenten, beispielsweise Chemo-
therapeutika, untersuchen.
• Die vorliegende in-vitro Studie erlaubt keine Rückschlüsse auf Art und
Umfang der systemischen Wirkung in-vivo, weshalb - auch im Hinblick
auf das Nebenwirkungsprofil der Medikamente - aktuell keine Thera-
pieempfehlungen abgeleitet werden können. Es spricht jedoch vieles
dafür, dass sich die gefundenen Ergebnisse auch in-vivo zeigen werden.
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